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Bd. 305 (1956) 


Zink-Imidazol-Verbindungen 


Von 
Giinther Weitzel und Anna-Maria-Fretzdorff 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen, und der 
Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Miirz 1956) 


Imidazol-Verbindungen sind im Zellstoffwechsel stets vorhanden 
und an vielen Umsetzungen beteiligt; Histidin und seine Derivate sowie 
die Purinkérper bilden die beiden wichtigsten Gruppen der physio- 
logisch vorkommenden imidazolhaltigen Substanzen. Seit langem ist 
aus praparativen Arbeiten bekannt, daB der Imidazolring hohe Affi- 
nitit zu Schwermetallen besitzt. 


Das Silbersalz des Imidazols wurde schon 1877 von Wyss! beschrieben, 
E. J. Fischer? sowie Feig] und Gleich® stellten spiter fest, daB Imidazol auch 
mit Kobalt und Zink schwerlésliche Salze liefert. Vom Benzimidazol beschrieben 
Bamberger und Lorenzen? bereits 1893 das Silbersalz; Skraup® empfahl die 
schwerlislichen Cu-, Ni-, Co- und Zn-Salze des Benzimidazols fiir den Nachweis 
geringer Mengen dieser Metalle. Feig] und Gleich® zeigten dariiber hinaus, daB 
auch schwerlésliche Quecksilber- und Cadmiumsalze des Benzimidazols existieren. 
Windaus und Knoop* berichteten 1905 iiber die Bildung eines unléslichen, nicht 
niher analysierten Zinksalzes von 4(5)-Methyl-imidazol, welches bei der 
Behandlung von Glucose mit Ammoniak-Zinkoxyd ausfallt. Weidenhagen und 
Herrmann’ konnten von mehreren Imidazol-Verbindungen in Anwesenheit von 
Ammoniak unlésliche Kupfersalze darstellen. Dagegen sind Natrium-, K®lium-, 
Calcium- und Magnesiumsalze des Imidazols in waBrigem Ammoniak unbestandig, 
da sie Hydrolyse erleiden®. 

In derartigen Salzen zweiwertiger Schwermetalle entfallen stets zwei Imidazol- 
reste auf ein Metallatom; Imidazol fungiert hier als Anion einer schwachen 
Saure, da seine Iminogruppe ahnlich derjenigen des Pyrrols ein Proton abgeben 
kann. Dementsprechend erfolgte bisher die Darstellung solcher Schwermetallsalze 
in alkalischer (meist ammoniakalischer) Lésung. Jedoch lassen sich auch im sauren 
pu-Bereich stabile Metallsalze des Imidazols in Form komplexer ,,Doppelsalze“‘ 
darstellen. Beispiele dieser Verbindungsklasse sind die bereits von Wallach® 
| 1882 dargestellten ,,Chlorzink-Doppelsalze“‘ des Imidazols und des 1-Methyl- 

imidazols, in denen Zinkchlorid mit Imidazol-hydrochlorid verkniipft ist. Weiteren 
AufschluB iiber das Verhalten von Zink gegeniiber Imidazol im sauren pq-Bereich 

1G. Wyss, Ber. dtsch. chem. Ges. 10, 1373 [1877]. 

2 E. J. Fischer, Wiss. Veréff. Siemens-Werken 4, 171 [1925]. 

3 F. Feigl u. H. Gleich, Mh. Chem. 49, 385 [1928]. 

4 E. Bamberger u. J. Lorenzen, Liebigs Ann. Chem. 278, 279 [1893]. 

5 §.Skraup, Liebigs Ann. Chem. 419, 70ff. [1919]. 

6° A. Windaus u. F. Knoop, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 1166 [1905]. 

[ 7 R. Weidenhagen u. R. Herrmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1953 
© [1935]. 

8 H. H. Strain, J. Amer. chem. Soc. 49, 1995 [1927]. 

® O. Wallach, Ber. dtsch. chem. Ges. 15, 644 [1882]. 
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haben neuere physikalisch-chemische Messungen von Edsall und Mitarbb,1 
ergeben. Diese Autoren konnten dabei auch ein Doppelsalz der Zusammensetzung 
(Imidazol),-ZnCl, aus saurer Lésung kristallisiert gewinnen. 


Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber ,,Zellvertraute zink. 
bindende Konfigurationen‘“‘!! kamen wir zu der Ansicht, daB die im 
lebenden Gewebe auftretenden Imidazol-Derivate vor allem zum Zink 
enge und spezifische Beziehungen besitzen, daB aber gerade die im phy. 
siologischen py-Bereich auftretenden Bindungsméglichkeiten zwischen 
Zink und Imidazol nur unvollstindig bekannt sind. Nachstehend be. 
richten wir iiber priparative Darstellungen verschiedener Arten 
von Zink-Imidazol-Salzen. Als Imidazol-Verbindungen zogen wir 
dabei neben Imidazol selbst methylierte Imidazole, Benzimidazol, 
alkylierte Benzimidazole, Histamin und Urocaninsaéure heran. 


Versuchsergebnisse 


Aus der Zusammenstellung der Literatur und aus unseren eigenen 
praparativen Befunden geht hervor, daB drei Gruppen von Zink-Imid- 
azol-Verbindungen existieren, je nachdem, ob Imidazol als Anion, als 
Kation oder als ungeladenes Molekiil auftritt. Nachstehend geben wir 
an Hand der von uns dargestellten Substanzen einen Uberblick iiber 
diese drei Gruppen, wobei wir zunachst die speziellen haupt- oder neben- 
valenten Birdungsformen, die hier an der Zinkbindung beteiligt sind, 
auBer acht lassen. 


Imidazol als Anion 

a) 1:2-Verbindungen 

Als schwache Siure tritt Imidazol mit Zink-Ionen zu dem véllig un- 
loslichen Zink-imidazol, zusammen. Die von Feigl und Gleich® be- 
schriebene Darstellung dieses Salzes aus ammoniakal. Ammonium- 
chloridlésung bei einem px von etwa 10 laBt sich auf andere Weise auch 
bei sehr schwach alkal. py durchfiihren: Gibt man Imidazol zu einer 
Zink-glycinat-Lésung vom pu 7,9 bis 8 (s. Versuchsteil), so wird das 
Zink sofort vom Imidazol gebunden und das | : 2-Salz fallt aus. Aber auch 
die Behandlung einer Zinkhydroxyd-Fiallung mit Imidazol fihrt 
zum Erfolg: Aus dem unten beschriebenen Versuch geht hervor, dab 
ohne auBerlich sichtbares In-Lésung-Gehen das Zinkhydroxyd sich mit 
der Imidazollésung zum analysenreinen | : 2-Salz umsetzt. Es ist anzu- 
nehmen, daB das frisch gefallte, stark hydratisierte Zinkhydroxyd eine 
so groBe innere Oberfliche besitzt, daB das gesamte Zink mit dem Ini- 
dazol reagieren kann. Zink-imidazol, ist véllig unléslich in Wasser und 
in organischen Lésungsmitteln; es gelang uns, die Substanz kristallin zu 
erhalten. 


10 J.T. Edsall, G. Felsenfeld, D.S. Goodman u. F.Gurd, J. Amer. 


chem. Soc. 76, 3054 [1954]. 
11 G. Weitzel, Vortrag Tagung Dtsch. Ges. physiol. Chem. Kiel 21. TX. 1954. 
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Die gleiche Salzbildung wie mit Imidazol erfolgt auch bei der Um- 
setzung von 2-Methyl-imidazol mit Zink. Wir bringen als Beispiele 
im Versuchsteil wiederum die Bildung des 1:2-Salzes durch Zugabe von 
2-Methyl-imidazol zu einer Lésung von Zink-glykokoll sowie die Um- 
setzung von frisch gefalltem Zinkhydroxyd mit einer Lésung von 2-Me- 
thyl-imidazol. Auch hier entsteht das Zinksalz ebenso wie mit Imidazol 
als vllig unlésliches Produkt. Es ist nur urter gleichzeitiger Aufspaltung 
in die Komponenten in Lésung zu bringen, z. B. durch staérkere Saiuren 
oder Laugen. 

In diese Reihe gehért auch das 1905 von Windaus und Knoop® 
erhaltene Zinksalz des 4(5)-Methyl-imidazols, welches bei der Ein- 
wirkung von Zinkhydroxyd und Ammoniak auf Glucose als unlésliche 
Verbindung entsteht. Wahrend die Reaktion selbst mehrfach nachunter- 
sucht }?»13 und auch auf andere Zucker ausgedehnt wurde 15, liegt bis- 
her keine genaue Analyse des Zinksalzes selbst vor. Denn bei der Auf- 
arbeitung der Ansatze wurde stets zuerst das Zinksalz durch waBrige 
Siure zerlegt und das Zink durch Schwefelwasserstoff entfernt. Wir ar- 
beiteten die Reaktion nach mit dem Ziele, die Zusammensetzung des 
entstandenen, praktisch unldslichen Zinksalzes festzustellen. Es ergab 
sich, daB auch hier der 1:2-Komplex vorliegt, daB also entsprechend 
den alkalischen Enstehungsbedingungen Methyl-imidazol als Anion fun- 
giert. Vermutlich liegt der eigentliche Grund fiir die zum Teil recht hohen 
Imidazol-Ausbeuten bei dieser Reaktion (40°, und mehr) in der Unlés- 
lichkeit des Zink-(methyl-imidazol),. Denn dadurch wird die ent- 
stehende Imidazol-Verbindung fortlaufend aus dem Reaktionsgleich- 
gewicht entfernt und damit die Imidazol-Neubildung begiinstigt. 

Wie das einfache Imidazol und die methylierten Imidazole reagiert 
auch Benzimidazol mit Zink unter Bildung des 1:2-Komplexes. Wah- 
rend Feigl] und Gleich® das Salz wiederum aus stark ammoniakal. 
Lésung gewannen, geben wir im Versuchsteil zwei Darstellungsverfahren 
an, welche bei schwach alkalischer bzw. bei praktisch neutraler Reaktion 
zum Zink-(benzimidazol), fiihren. Wie oben beim Imidazol bedient sich 
die eine Methode einer Zinkglycinat-Lésung, die andere des Zinkhydro- 
xyds. Bei der erstgenannten Methode reiBt das der Zinkglycinat-Lésung 
hinzugefiigte Benzimidazol sofort das Zink an sich und fallt als unlés- 
liches 1:2-Salz aus; bei der zweiten Methode kommt es wiederum zur 
Reaktion des gelésten Benzimidazols mit der Zinkhydroxyd-Fallung. 
Auch hier reagiert offenbar der noch nicht gealterte Zinkhydroxyd-Nie- 
derschlag an seinen inneren und duBeren Oberflichen glatt mit Benz- 
imidazol. Ebenso wie Benzimidazol laiBt sich auch das 2-Methyl-benz- 
imidazol mit Zinkhydroxyd unter Bildung des schwerléslichen 1 :2- 
Salzes umsetzen, dagegen gelang es uns nicht, 2-Athyl-benzimidazol mit 


12 K. Koessler u. M. Hanke, J. biol. Chemistry 39, 503 [1919]. 
13 K. Bernhauer, diese Z. 188, 67 [1929]. 

14 A, Windaus, Ber. dtsch. chem. Ges. 40, 799 [1907]. 

16 A, Windaus u. A. Ullrich, diese Z. 92, 276 [1914]. 
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frisch gefalltem Zinkhydroxyd zur Reaktion zu bringen. In diesem Falle 
wurde das unverianderte 2-Athyl-benzimidazol aus der tiberstehenden 
Lésung zurickgewonnen. 


b) 1:1:1-Verbindungen 

Auf Grund seines abspaltbaren Imino-Wasserstoffs kann der Imi- 
dazolring eine heteropolare Bindung zum Zink entsenden. Wir priiften, 
ob Imidazol-Zink-Salze existieren, in denen nur eine heteropolare Bin- 
dung vom Imidazol, die zweite von einem anderen Anion geliefert wird, 
Derartige gemischte Salze waren bisher nicht bekannt, und unsere Ver. 
suche, Salze der Zusammensetzung Imidazol-Zink-chlorid (1:1:1) oder 
Imidazol-Zink-glycinat (1:1:1) herzustellen, schlugen fehl. Dagegen ge. 
lang es, mit Carbonsauren derartige Verbindungen zu gewinnen, z. B, 
das Imidazol-Zink-butyrat (1:1:1). 

Besonders gut bilden sich derartige Verbindungen mit Benzimi- 
dazol; wir beschreiben im Versuchsteil die Darstellung folgender 1: 1:1. 
Salze: Benzimidazol-Zink-acetat, -butyrat, -capronat, -caprylat, -lauri- 
nat, -palmitat und -stearat. Die Bildung dieser Salze erfolgt im waBrigen, 
bei den hoheren Fettsaiuren im methanolischen Medium ohne Schwierig- 
keiten, so daB offenbar bei gemischten Zinksalzen des Imidazols bzw. 
Benzimidazols Car bonsauren als Gegenanionen des Imidazolringes be- 
sonders geeignet sind. Auch diese 1 : 1: 1-Verbindungen lassen sich bereits 
bei py 7 gewinnen, zur Abspaltung des Imidazol-Protons ist alkalisches 
Milieu nicht erforderlich. Bemerkenswert ist die auch hier vorhandene 
Unléslichkeit in Wasser und in organischen Lésungsmitteln, die un- 
abhingig ist von der Kettenlinge der an das Zink gebundenen Fett- 
saure. 

Imidazol als Kation 

Zwei Zinksalze, in denen Imidazol oder seine Derivate als Kationen 
fungieren, wurden bereits von Wallach® beschrieben, wobei als analy- 
tischer Beleg jedoch nur die Chlorbestimmung gegeben wurde. Es han- 
delt sich um das Zinkchlorid-Doppelsalz des Imidazol-hydrochlorids und 
des N-Methyl-imidazol-hydrochlorids. Unsere Nacharbeitung bestiatigte 
die Angaben von Wallach® (s. u. Versuchsteil). AuBerdem stellten wir 
dar das Zinkchlorid-Doppelsalz des 1.3-Dimethyl-imidazol-chlorids und 
des 1-Methyl-benzimidazol-hydrochlorids. Die Zink-, Stickstoff- und 
Chlor-Analysen zeigen, daB in diesen Salzen jeweils ein ZnCl, auf zwei 
Kationen der betreffenden Imidazol-Verbindung entfallt. Die Doppel- 
salze sind in Wasser und Athanol leicht léslich und lassen sich aus Alko- 
hol-Ather umkristallisieren. 


Imidazol als Molekil 


Als dritte Gruppe der Zink-Imidazol-Verbindungen stellten wir 
eine Anzahl zumeist noch unbekannter Salze dar, welche Imidazol als § 
ungeladenes Molekiil enthalten. Die einfachste Verbindung dieser Art 
ist das Imidazol,-ZnCl,, ein kristallisiertes Salz, dessen Darstellung (je- 
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doch ohne analytische Daten) vor kurzem Edsall und Mitarbb.1° mit- 
teilten. Wir gewannen die Verbindung auf andere Weise als Edsall, 
fanden aber denselben Schmelzpunkt, so daB es sich um die gleiche Sub- 
stanz wie diejenige der amerikanischen Autoren handeln diirfte. Derar- 
tige Salze, in denen Imidazol als neutrales Molekiil enthalten ist, sind 
in Wasser und meist auch in Alkohol gut léslich im Gegensatz zu den 
oben beschriebenen Zink-Imidazol-Verbindungen, in denen Imidazol als 
Anion fungiert. 

Als weitere, bisher nicht bekannte Vertreter dieser Gruppe stellten 
wir dar: Imidazol,-Zn-acetat,; ein kristallisiertes, in Wasser lésliches 
Salz, sowie (1-Methyl-imidazol),-ZnCl, und (2-Methyl-imidazol),-ZnCl, 
(s. Versuchsteil). 

Vom Benzimidazol gelang uns die Darstellung des (Benzimidazol),- 
ZnCl,, also die dem vorstehend erwihnten Imidazolsalz entsprechende 
Verbindung. Auch diese Verbindung ist in Wasser léslich und laBt sich 
aus Athanol umkristallisieren. Unser Versuch jedoch, auch das (Benz- 
imidazol),-Zn-acetat, analog der entsprechenden Imidazolverbindung 
(s. 0.) herzustellen, miBlang, denn der auf dieses Salz (2:1:2) berechnete 
Ansatz fiihrte stets zum Benzimidazol-Zink-acetat 1: 1:1. Danach 
scheint beim Benzimidazol beziiglich des Zusammentrittes mit orga- 
nischen Liganden die 1: 1: 1-Verbindung bevorzugt zu sein. 

Die in 2-Stellung alkylierten Benzimidazole zeigten Besonderheiten 
beim Zusammentritt mit Zinkchlorid und Zinkacetat. 2-Methy1-benz- 
imidazol lieferte mit ZnCl, erwartungsgemaB ein Zinksalz, in welchem 
2 Imidazolmolekiille auf ein ZnCl, entfielen. Dagegen erhielten wir vom 
2-Athyl-benzimidazol immer nur Priparate, in denen ein Athyl-benz- 
imidazol einem ZnCl, gegeniiberstand. Bei der Umsetzung von 2-Methy]l- 
und 2-Athyl-benzimidazol mit Zinkacetat gelang die analysenreine Ge- 
winnung der Zinksalze in Form der Zusammensetzung (Alkyl-benzimi- 
dazol),-Zn-(acetat),. Der wiederholte Versuch, zum (2-Athyl-benzimida- 
zol),-Zn-(acetat), zu kommen, lieferte Produkte, deren Analysen nahe 
an den berechneten lagen, jedoch noch fiir beigemengte geringe Anteile 
der offenbar bevorzugt entstehenden 1:1:2-Verbindung sprachen. 


Zinksalze des Histamins 

Vom Histamin (4(5)-[8-Amino-athyl]-imidazol) sind definierte Zink- 
salze bisher nicht bekannt; Eichler und Meyer?® kamen sogar zu der 
Ansicht, Histamin kénne mit Zink keine Komplexe bilden. DaB Histamin 
als einfache Imidazolverbindung erwartungsgemaB ausgepragtes Zink- 
bindungsvermégen besitzt, geht jedoch bereits daraus hervor, daB bei 
vorsichtigem Neutralisieren einer sauren Zink-Histaminlésung (1:2) mit 
Essigsiure kein Zinkhydroxyd ausfallt, wihrend im Parallelversuch ohne 
Histamin Hydrolyse eintritt. Bekanntlich besitzen Zink-Komplexe, welche 
in waBriger Lésung bei pg 7 kein Zinkhydroxyd entbinden, bereits 


16 QO, Eichler u. G. Meyer, Naturwissenschaften 35, 93 [1948]. 
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relativ hohe Stabilitat. Die priparative Gewinnung solcher Komplexe 
wie Histamin-Zink-acetat und Histamin-Zink-chlorid ist wegen der iiber. 
aus hohen Wasserléslichkeit dieser Salze sehr schwierig. Wir berichten 
im Versuchsteil iiber die Isolierung eines ebenfalls sehr leicht léslichen 
Zinkchlorid-Doppelsalzes von Histamin-hydrochlorid. Die Leichtléslich. 
keit dieser Doppelsalze, die Histamin als neutrales Molekiil oder als 
Kation enthalten, stimmt mit dem allgemeinen Verhalten der Zink-Dop. 
pelsalze von Imidazol-Verbindungen (s. 0.) tiberein. Ebenso ergab sich, 
daB Histamin gegeniiber Zink auch als Anion, d. h. ohne Anwesenheit 
weiterer Ionen, salzbildend fungieren kann. Wir beschreiben im Versuchs. 
teil zwei Darstellungswege fiir Zink-Histamin (1:2), welches — wie. 
derum in Einklang mit den oben besprochenen (1:2)-Zink-Imidazolver. 
bindungen — in Wasser und organischen Lésungsmitteln praktisch un- 
léslich ist. 
Zinksalze der Urocaninsaure 

Dem Histamin als Imidazolderivat mit zusatzlicher basischer 
Gruppe kann man Urocaninsaure (/-{Imidazolyl-(4 bzw. 5) ]-acrylsaure) 
als Imidazolderivat mit zusitzlicher saurer Gruppe gegeniiberstellen. 
Wird Urocaninsaure gegeniiber Zink als Anion wirksam, dann sind zum 
Unterschied gegeniiber Histamin zwei Méglichkeiten gegeben: Zink-uro- 
caninat 1:2 und 1:1, da Urocaninsiure formal zwei Protonen abspalten 
kann. In der Tat gelang die Darstellung des 1:2- und des 1:1-Salzes in 
analysenreiner Form (siehe Versuchsteil). Beide Zinksalze sind tiberaus 
schwer loslich. 


Diskussion der Ergebnisse 


Bindungsarten bei Zink-Imidazol-Salzen 
Imidazol besitzt auf Grund seiner beiden Stickstoffatome eine fiir 
heterocyclische Verbindungen bemerkenswert hohe Basizitat (p,, 
6,9517); zugleich kann der Imidazolkern jedoch unter bestimmten Be- 
dingungen ein Proton abgeben. Aus diesen beiden Eigenschaften abt 
sich die hohe Affinitaét des Imidazols zu Schwermetallen verstandlich 
machen. Denn der sog. Pyridin-Stickstoff des Imidazols ist zu koor- 
dinativer, der sog. Pyrrol-Stickstoff zu polarer Metallbindung befahigt. 
Da im allgemeinen die Starke der koordinativen Metallbindung durch 
ein Stickstoffatom mit dessen Basizitaét wichst, ist die nebenvalente Me- 
tallbindung durch den Imidazol-Stickstoff relativ stark, da dieser erheb- 
lich starker basisch ist als z. B. der Stickstoff des Pyridins. 
Fir die Zinkbindung durch den Imidazolring kommen somit drei 
verschiedene Méglichkeiten in Betracht: 


1. lediglich koordinative Bindung mit Hilfe des Pyridin-Stickstoffs. 
2. lediglich Salzbindung mit Hilfe des Pyrrol-Stickstoffs nach Ab- 
spaltung eines Protons. 


17 K. Hofmann, Imidazole and its derivatives, Interscience publ. New York 
1953. 
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3. Gleichzeitige heteropolare und koordinative Bindung mit Hilfe 
beider Stickstoffatome. 


Metallsalze, in denen die erste Méglichkeit (nur koordinative 
Bindung) verwirklicht ist, sind solche, in denen Imidazol als neutrales 
Molekiil fungiert. Als Beispiele hierzu sind in der vorliegenden Arbeit 
die folgenden Verbindungen beschrieben: Imidazol,-ZnCl,, Imidazol,- 
Zn-acetat,, (1- und 2-Methyl-imidazol),-ZnCl,, Benzimidazol,-ZnCl,, (2- 
Methyl-benzimidazol),-Zn-(acetat), usw. Derartige Salze sind echte Kom- 
plexsalze; dem Zink ist hier die Koordinationszahl 4 unter Ausbildung 
aweier heteropolarer und zweier koordinativer Bindungen zuzuschreiben. 
Eine andere Art der ersten Méglichkeit (lediglich koordinative Bindung) 
ist dann verwirklicht, wenn Imidazol als Kation in ein Schwermetall- 
salz eingeht. Als Beispiele hierfiir bringen wir in der vorliegenden Arbeit 
verschiedene Zinkchlorid-Doppelsalze N-methylierter Imidazole. 

Die zweite Méglichkeit, wonach Imidazol durch Abspaltung eines 
Protons lediglich als Anion, aber nicht gleichzeitig als koordinierender 
Ligand fungieren kénnte, ist bei einfachen Imidazolverbindungen ohne 
weitere funktionelle Gruppen bisher bei Zinksalzen in keinem Falle 
mit Sicherheit verwirklicht. Diese Méglichkeit ist z. B. denkbar im Falle 
des hypothetischen Zink-tetra-imidazols, bei welchem die Koordi- 
nationszahl 4 des Zinks von 4 Imidazolresten erfillt wiirde, von denen 
2 als Anionen und 2 als neutrale Molekiile das Zink umgeben wiirden, 
d. h. 2 Imidazole wiirden die beiden polaren, 2 andere Imidazole die bei- 
den koordinativen Bindungen liefern. Die praparative Darstellung eines 
solchen Komplexsalzes ist uns bislang nicht gelungen, da alle Ansitze 
zur Bildung des schwerloéslichen Zink-imidazols (1:2) fihrten. Dagegen 
mu8 bei Zinksalzen von Imidazolverbindungen mit weiteren funk- 
tionellen Gruppen die Méglichkeit in Betracht gezogen werden, daB 
der Imidazolkern nicht koordinativ, sondern nur polar gebunden ist, 
z. B. bei Zink-histamin (s. u.). 

Die dritte Méglichkeit, gleichzeitig polare und koordinative Bin- 
dung mit Hilfe beider Stickstoffatome, ist bei den Zink-Imidazol-Salzen 
vom Typ Zink-imidazol, verwirklicht, welche frei sind von weiteren an- 
organischen oder organischen Resten. Die von Skraup® bereits 1919 
geiuBerte Ansicht, bei den 1:2-Schwermetallyerbindungen des Imidazols 
handele es sich um ,,innere Komplexsalze“‘ (heute meist Chelate genannt), 
ist zweifellos richtig, da die Beteiligung beider Stickstoffatome des Imid- 
azolringes an der Zinkbindung in diesen 1:2-Salzen dem Metall die 
Koordinationszahl 4 verleiht. Auf das Problem der sterischen Anordnung 
des Zinkions zwischen den beiden Imidazolringen gehen wir im nachsten 
Abschnitt ein. 

Unser besonderes Augenmerk galt der Frage, inwieweit ein einzel- 
ner Imidazolring ein Zink-Ion binden kann. Es gelang erstmalig, Imida- 
20l-Zink-Carboxylate herzustellen, in denen ein Zink-Ion mit einem 
Imidazolring und einem Fettsaurerest verknipft ist. Uberra- 
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schenderweise erhielten wir diese Verbindungen nicht nur von niedrigen, 
sondern auch von mittleren und héheren Fettsaéuren mit bis zu 18 Koh. 
lenstoffatomen. Bei diesen Verbindungen ist die Erfiillung der Koor. 
dinationszahl 4 fiir das Zink problematisch. Man muB hierzu entweder 
annehmen, daB die Carboxylgruppe die eine polare Bindung, der Imid. 
azolring aber auBer der zweiten polaren Bindung noch zwei koordina. 
tive Bindungen iibernimmt, oder man mu’ dem Carboxyl noch eine ne. 
benvalente Bindung zuschreiben. Sollte abgesehen vom Pyridin-Stick. 
stoff des Imidazols der Heterocyclus zur Ausbildung einer zweiten koor. 
dinativen Bindung befahigt sein, so miiBten sich die 2-Elektronen des 
, halbaromatischen“ Imidazolringes an der Bindung beteiligen. Es ist 
aber sehr fraglich, ob das 2-Elektronensystem so weit angeregt werden 
kann, daB es fiir die Bindung des Zinks verfiigbar wird. Andererseits 
liegen fiir Zink-Komplexe bisher keine Hinweise fiir die Méglichkeit vor, 
daB eine Carboxylgruppe mit ihrem Hydroxyl-Sauerstoff polar und zu. 
gleich mit ihrem Carbonyl-Sauerstoff koordinativ an Zink gebunden 
sein kann. 


Sterische Konfiguration von Zink-[midazol-Verbindungen 


Da die Festigkeit der Zinkbindung durch den Imidazolring u.a. 
davon abhingt, welche Bahnen das Metall den einsamen Elektronen- 
paaren der Stickstoffatome des Imidazols anbieten kann, tritt die Frage 
nach der sterischen Konfiguration der Zink-Imidazol-Verbindun- 
gen auf. Imidazol bildet wie mit Zink auch mit Kupfer, Nickel, Kobalt 
und anderen Schwermetallen feste Komplexsalze. Beim Zink zeigen die 
Bindungsverhiltnisse jedoch auf Grund der Elektronenverteilung in der 
auBeren Schale Eigenarten, welche den Zink-Imidazol-Verbindungen ge- 
geniiber denjenigen anderer Schwermetalle eine Sonderstellung verleihen. 
Denn beim Zink ist die Héchstzahl der 3-d-Elektronen erreicht, wahrend 
z. B. bei Kobalt, Nickel und Kupfer dies noch nicht der Fall ist. Dadurch 
stehen im Gegensatz zu anderen Schwermetallen fiir die Bindung beim 
Zink keine 3-d-Bahnen zur Verfiigung. Zur Erreichung der Edelgaskon- 
figuration werden daher die 8 durch die Liganden gelieferten Elektronen 
die Ausbildung tetraedrischer Bahnen bewirken. 

Bei den Zink-imidazol,-Verbindungen treten Ahnlichkeiten auf zu 
den sog. ,,Sandwich-Komplexen‘‘, welche bestimmte Schwermetalle wie 
Eisen, Kobalt, Nickel, Ruthenium und Titan mit Cyclopentadien 
bilden Eénnen. Bei diesen befindet sich das Metallion zwischen zwei anti- 


I. Polymerisierte Kettenstruktur von Zink-imidazol,. 
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prismatisch gestellten Cyclopentadienylringen. Ob Zink mit Imidazol 
ahnliche ,,Sandwich-Komplexe“ bilden kann, ist fraglich. Wir nehmen 
eher eine polymerisierte Kettenstruktur der Formel I an. 


Eine derartige Struktur wiirde erkliren, da8 Verbindungen wie 
Zink-imidazol,, Zink-(2-methyl-imidazol),, Zink-[4(5)-methyl-imidazol],, 
Zink-benzimidazol,, Zink-(2-methyl-benzimidazol), usw. (s. Versuchs- 
teil) in allen Lésungsmitteln véllig unléslich sind. 

Die sterische Konfiguration der Zink-imidazol-carboxylat- 
(1:1:1)-Verbindungen laBt sich schematisch nach Abb. 2 darstellen, wenn 
man annimmt, da8 drei tetraedrische Bahnen des Zink-Ions mit den 
n-Elektronenbahnen des Imidazolrings kombiniert sind, wahrend die 
vierte Tetraederbahn durch den Carboxyl-Sauerstoff benutzt wird. Diese 
bereits oben erwihnte Annahme, der Imidazolring O 
kénne drei Bindungen zum Zink entsenden, wird 0_C-_R 
dadurch gestiitzt, daB wir chelierende, zweizah- wibin 
nige Liganden (z. B. Glycin) nicht als Gegenanionen Zn 
mit Zink-imidazol verkniipfen konnten, wohl aber Al. N 
einfache Carbonsaéuren. In Formel II ist die 1:1:1- ve 
Verbindung aus Benzimidazol, Zink und Carbon- ‘““\ N “ 
siure als monomeres Komplexsalz dargestellt. Auch —_ II. Zink-benz- 
hier ist aber wie bei den 1:2-Verbindungen eher imidazol-carboxylat 
mit polymerisierten Strukturen zu rechnen, so dab, csc 
wie in Formel I, die Bindungen des Imidazol-Ringes jeweils nicht dem 
gleichen Zink-Ion angeh6ren wiirden. 


Zink-Histamin 


Von besonderem Interesse sind die Bindungsverhaltnisse beim Hi- 
stamin, da sich hier dem Imidazolring benachbart eine stark basische 
Aminogruppe befindet. Diese kann zusammen mit dem Pyridin-Stick- 
stoff des Imidazols und einem Schwermetall einen 6gliedrigen Ring 
bilden (Formel JII). Formuliert man in dieser Weise einen Histamin- 
Metallkomplex, dann bleibt das Proton am Imidazolring erhalten und 
der Komplex zeigt die Ladung des betreffenden Metallions. Potentiome- 
trische Messungen von Mickel und Andrews?8 an Histamin-Metallsalz- 
lésungen (Cu2®, Co®®, Ni2®) sprechen fiir die H 
Formel III, die auch unseren Histamin-Zink- v 
chlorid- und Histamin-Zinkacetat-Salzen zu- 
kommen diirfte. Die hohe Stabilitét dieser 
Histamin-Zinkkomplexe ergibt sich, wie er- 
wihnt, daraus, daB bei neutralem py keine 
Hydrolyse eintritt. 

Formel III entspricht jedoch nicht der von 


JN, 
HC’ 


uns auBerdem dargestellten, ungeladenen 1:2- III. Histamin-Zink-X,. 


18 B. L. Mickel u. A. C. Andrews, J. Amer. chem. Soc. 77, 323, 5291 [1955]. 
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Zink-Histamin-Verbindung, welche villig 

andere Eigenschaften als die Zink-Histamin- 

Doppelsalze besitzt. Im Zink-histamin (1 : 2) 

miissen die beiden Imidazolringe je ein 

Proton abgegeben haben (Formel IV). Da- 

bei ist angenommen, daB das einsame 

Elektronenpaar des Amino-Stickstoffs 

die koordinative Bindung zum Zink iiber. 

nimmt. Die andere Méglichkeit, daB der 

IV. Zink-Histamin 1:2. Pyridin-Stickstoff des Imidazolringes 

zur koordinativen Zinkbindung herangezo- 

gen wird und die Aminogruppe sich an der Metallbindung nicht be- 

teiligt, ist unwahrscheinlich wegen der hohen Basizitét des Amino- 

Stickstoffs. Als dritte Méglichkeit bleibt schlieBlich die Beteiligung 

aller Stickstoffatome an der Zinkbindung unter Ausbildung der 

Koordinationszahl 6. Eine solche Annahme wiirde der Erfahrung wider- 
sprechen, da Zink stets die Koordinationszahl 4 bevorzugt. 

In der Literatur konnten wir keine Angaben iiber den Komplex Zink-Histamin 
(1:2) finden. Trotzdem ist bei der Isolierung von Histamin aus biologischem 
Material in Form der ,,Zinkfallungen von Histamin“ die Schwerldslichkeit 
dieser Zinkverbindung benutzt worden: Ackermann und Fuchs?® teilten 1939 
in einer Arbeit iiber das Vorkommen von Histamin in der Rinderlunge mit, 
daB mit Hilfe einer gesattigten Lésung von Zinkhydroxyd in konzentriertem 
Ammoniak ein Niederschlag entsteht, welcher Histamin enthialt. Sie zerlegten 
diesen Niederschlag durch Schwefelsiure und entfernten das Zink bei schwefel- 
saurer Reaktion mit Schwefelwasserstoff. In einer kurz danach erschienenen 
Arbeit?® benutzten sie zur Ausfallung des Histamins aus normalem Harn die 
direkte Fallung mit Zinkhydroxyd-Ammoniak. Die Autoren bemerken, daB sie bei 
Fallung von Harn mit Phosphorwolframsaure nie auf Histamin gestoBen waren, 
obwohl PWS eine sehr starke Fallung erzeugt. Dagegen erhielten sie mit Zink- 
hydroxyd-Ammoniak eine ,,nicht entfernt so machtige Fallung wie mit PWS“, 
jedoch enthielt die Zinkfallung Histamin und auch Histidin. Kapeller-Adler™ 
verwandte diese von Ackermann zuerst benutzte Methode zur Abscheidung des 
Histamins mit Zinkhydroxyd ebenfalls bei der Untersuchung des Harns bei 
Schwangerschaftstoxikosen und konnte damit das im Harn geléste Histamin 
abscheiden. 

Zink-urocaninat (1:2 und 1:1) 


H 

H O N. 
po-K HO’ a Die Formulierung des Zink-urocani- 
r ra) CH nats 1:2 fiihrt zu der Frage, ob das fiir die 


Saw Va polare Zinkbindung abzuspaltende Proton 

c vom Pyrrolstickstoff des Imidazols oder 

von der Carboxylgruppe geliefert wird. Die 

hdhere Aciditét des Carboxyls verlangt 

einen Bau nach Formel V, in welcher Zink 

durch zwei polare Carboxylatbindungen 

V. Zn-Urocaninat 1:2. und zwei covalente Stickstoff-Bindungen 


19 —D. Ackermann u. H.G. Fuchs, diese Z. 257, 153 [1939]. 
20 D. Ackermann u. H. G. Fuchs, diese Z. 259, 32 [1939]. 
21 R. Kapeller-Adler, Biochem. J. 35, 213 [1941]. 
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die Koordinationszahl 4 erreicht und damit zwei 
siebengliedrigen Chelatringen angehort. 

Die Formulierung des Zink-urocaninates 1:1 
wirft Probleme auf, die denjenigen der oben be- ~ ae 
sprochenen Imidazol-Zink-Fettsiureverbindungen | | 
ahnlich sind. Man ist hier gezwungen, das Uro- C N 
caninat als zweibasisches Anion zu formulieren, = | Se 
um die beiden polaren Bindungen des Zink-Ions Nibad ZO 
abzusittigen. Eine covalente Bindung ist dem ~N 
einsamen Elektronenpaar des Pyridin-Stickstoffs V1. Zn-Urocaninat 1:1. 
im Imidazolring zuzuschreiben. Ob eine zweite 
covalente Bindung von den Doppelbindungen des Heterocyclus oder 
von der Acrylsiure-Doppelbindung geliefert werden kann, ist noch un- 
klar. In VI ist Zink-urocaninat entsprechend dem Benzimidazol-Zink- 
carboxylat II (s. 0.) monomer formuliert. 


Beziehungen zu biologischen Fragen 

Die beschriebenen Zink-Imidazol-Verbindungen lassen erkennen, 
daB8 das Zink-Bindungsvermégen des Imidazolringes auch bei Imidazol- 
derivaten, wie sie in biologischem Material vorkommen, erhalten bleibt 
und daB stabile Imidazol-Zink-Salze in einem sehr weiten py-Bereich 
(stark sauer bis stark alkalisch) darstellbar sind. Da in tierischen Orga- 
nen nomalerweise relativ hohe Zink-Konzentrationen vorhanden sind 
und zugleich zahlreiche zellvertraute Imidazolderivate existieren, ist mit 
einer weiten Verbreitung von Zink-Imidazol-Verbindungen im lebenden 
Gewebe zu rechnen. Unter den dabei in Frage kommenden Komplex- 
typen ist die Anwesenheit von Zink-Doppelsalzen nach Art des Imidazol,- 
Zinkchlorids unwahrscheinlich, da deren Bildung saures Medium erfor- 
dert. Auch die Ausbildung des Typs Zink-imidazol,, die bei neutralem 
und schwach alkalischem py begiinstigt ist, diirfte im biologischen Me- 
dium nur in seltenen Fallen vorkommen, soweit es sich um die Verkniip- 
fung zweier gleichartiger Imidazol-derivate mit Zink handelt. Dage- 
gen ist die Gruppierung R,-imidazol-Zn-imidazol-R, haufiger zu erwar- 
ten (s. u.). 

Besonderes biologisches Interesse beansprucht die Frage, inwieweit 
ein einzelner Imidazolring ein Zink-Ion binden kann. Hierzu liefern 
unsere Imidazol- und besonders die Benzimidazol-Zink-Fettsaure- 
Verbindungen Modelle fiir gemischte Zink-Imidazol-Verbindungen, in 
denen ein Zink-Ion auf einen Imidazolring entfallt. Zugleich ergeben 
sich daraus Hinweise auf eine auswihlende Funktion des Imidazol- 
Zink-Systems vor allem in Makromolekiilen hinsichtlich der Asso- 
ziation bestimmter niedrigmolekularer Liganden, in diesem Falle der 
Bindung von Carbonsiauren. Histidylreste in Transportproteinen, Fer- 
menten, Proteohormonen und dergl. oder Purinkérper in Nucleinstoffen 
kénnen durch den Imidazolring mit Hilfe von Zink als ,,Briicken-Ion“ 
Carbonséure-Anionen fest binden, entsprechend dem in der vorliegenden 
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Arbeit beschriebenen Imidazol-Zink-butyrat, Benzimidazol-Zink-lau. 
rinat, -palmitat usw. Der an den einzelnen Imidazolring des Makro. 
molekiils tiber Zink gebundene Ligand kann aber auch eine niedrig. 
molekulare Imidazolverbindung sein, so daB in diesem Falle Zink zwei 
verschiedene Imidazolderivate verkniipft (s. 0.). 

Beispiele fiir das Vorliegen derartiger Zink-Imidazol-Komplexe von 
Makromolekiilen scheinen z. B. im Falle des Serumalbumins gegeben 
zu sein. Nach Gurd und Goodman” bindet Albumin mit Hilfe der 
Imidazolringe seiner Histidylreste Zink in Form eines 1 : 1-Komplexes. 
Wir nehmen an, daB bei der von Selden und Westphal® gefundenen, 
sehr festen Bindung freier Fettsiuren durch Serumalbumin das imidazol- 
gebundene Zink wesentlich beteiligt ist. Albumin besitzt nach Kla- 
merth* auch gegentiber Histamin hohe Bindungskrafte; die Bindung 
des Histamins durch Albumin ist in waGriger Lésung dialysefest und 
bleibt auch in Pufferlésung zwischen px 5 bis 8 bestehen. Auch hier 
liegt es nahe, auf Grund unserer in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 
Zink-Histamin-Verbindungen die Ausbildung einer Imidazol-Zink- 
Imidazol-Briicke anzunehmen, wobei der eine Imidazolring vom Albu- 
min, der andere vom Histamin stammt. Auch die von uns?° friiher 
beschriebenen Insulin-Zink-R-Komplexe gehéren wahrscheinlich dem 
gleichen Typ wie die Albumin-Zink-R-Komplexe an. Das imidazol- 
gebundene Zink des Insulins vermittelt die Bindung zu verschiedenen 
niedrigmolekularen Liganden. In entsprechender Weise diirfte die 
Imidazol-Zink-(1 : 1)-Bindung im Zellstoffwechsel bei der Verkniipfung 
von Fermenten mit Substraten oder auch von Apo-Fermenten mit 
Co-Fermenten nutzbar gemacht werden. 


Beschreibung der Versuche 


Zinkbestimmungen komplexometrisch nach Flaschka?®, Alle Proben 
wurden mit konz. Schwefelsiure verascht. 

Stickstoffbestimmungen nach Dumas in der Modifikation von Gysel”. 

Chlorbestimmungen nach Schéniger?®, wobei man die Substanz in 
aschefreiem Filterpapier in einem mit Sauerstoff gefiillten Kolben verbrennt. In 
den absorbierten Verbrennungsprodukten wird der-Gehalt an Chlor maBanalytisch 
mit Quecksilber-oxycyanid und Schwefelsiure bestimmt. 


1. Zinkverbindungen des nicht substituierten Imidazols 
Darstellung des Imidazols nach Pyman und Fargher?®. Schmp. 91° (aus 
Benzol). 


22 F.Gurd u. D. Goodman, J. Amer. chem. Soc. 74, 670 [1952]. 

23 G. Selden u. U. Westphal, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 89, 159 [1955]. 
240. Klamerth, Biochem. Z. 327, 62 [1955]. 

25 G. Weitzel, E. Buddecke, F.-J.Strecker u. U. Roester, diese Z. 
169 [1954]. 

26 H. Flaschka, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 39, 38 [1952]. 

27 H. Gysel, Helv. chim. Acta 35, 802 [1952]. 

28 W. Schéniger, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 1955, 163. 

23 F. L. Pyman u. R. G. Fargher, J. chem. Soc. [London] 155, 227 [1919]. 
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2,318 mg Sbst.: 0,846 cem N, (korr.), 23°, 742 Torr (red.). 
C3H,N, (68,1) Ber.N 41,15 Gef. N 41,09 


Imidazol,-Zn 
a) 272,5 mg (2 mMol) ZnCl, lést man in 30 com Ammoniak-Ammoniumchlorid- 
Puffer (5,4 g NH,Cl + 35 ccm konz. NH, + Wasser ad 100 ccm) vom py 9,5. 
In wenigen ccm des gleichen Puffers lést man 272 mg (4 mMol) Imidazol. Beim 
Vereinigen beider Lésungen entsteht sofort ein amorpher weiBer Niederschlag. 
Die iiberstehende Lésung behilt den py 9,5. Abzentrifugieren, waschen mit Wasser, 
Aceton und Ather. Vak.-Exsiccator. 
Wasser-Bestimmung: 24 Stdn., 104°, 0,01 Torr. Keine Gewichtsabnahme. 
6,089 mg Sbst. verbr. 3,038 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 
ZnC,H,N, (199,5) Ber. Zn 32,77 Gef. Zn 32,62 
b) 680 mg (10 mMol) Imidazol lést man in 50 cem Wasser und gibt 225 mg 
(3mMol) Glycin, danach 2,32g (10mMol) krist. Zink-diglycinat-monohydrat 
hinzu. Zunachst Triibung, dann flockiger Niederschlag, der nach kurzem Auf- 
kochen hart und kérnig wird. Abzentrifugieren, waschen und trocknen wie oben. 
8,930 mg Sbst. verbr. 4,480 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 
ZnC,H,N, (199,5) Ber. Zn 32,77 Gef. Zn 32,80 
c) 204 mg (3 mMol) Imidazol lést man in 10 com Wasser und gibt die Lésung 
auf frisch gefalltes Zink-hydroxyd, hergestellt durch Fallung von 431 mg (1,5 mMol) 
ZnSO,:7 H,O mit 3 mMol NaOH und 6maligem Waschen mit Wasser auf der 
Zentrifuge. Man l4Bt die Mischung unter gelegentlichem Umriihren und Auf- 
wirbeln etwa 2 Stdn. im Zentrifugenglas stehen. Das Zinkhydroxyd bleibt auBerlich 
ungelist, wird jedoch milchig triibe, dann kérnig und erscheint schlieBlich mikro- 
kristallin. Abzentrifugieren, je zweimal mit Wasser, Aceton und Ather waschen, 
trocknen i. Vak. iiber P,O;. Die zur Trockne gebrachte, abzentrifugierte Lésung 
hinterlieB keinen Riickstand. 
8,89 mg Sbst. verbr. 4,48 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 
Zn CH,N, (199,5) Ber. Zn 32,77 Gef. Zn 32,95 


Imidazol,-ZnCl,' 

Man list 4 g ZnCl, unter Zusatz von 3 Tropfen 1-n. HCl in 10 cem Wasser und 
gibt 680 mg (10 mMol) Imidazol hinzu. pq der Lésung: 3,5—4. Im Kihlschrank 
kristallisiert das Doppelsalz aus. Abfiltrieren, umkristallisieren aus Wasser, 
waschen mit Aceton und Ather. Schmp. 160—161°. Ausb. 750 mg (55% d. Th.). 

3,719 mg Sbst.: 0,669 ccm N, (korr.), 21°, 738 Torr (red.). — 9,70 mg Sbst. 
verbr. 3,565 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 8,288 mg Sbst. verbr. 2,455 com 
0,025-n. H,SO, 

C,H,N,: ZnCl, (272,5) Ber. N 20,57 Zn 24,00 Cl 26,04 

Gef. N 20,28 Zn 24,03 Cl 26,26 


Imidazol,-ZnCl,-(HCl),® 

Man lést 272 mg (4 mMol) Imidazol in wenigen ccm konz. HC] und gibt eine 
Lésung von 270 mg (2 mMol) wasserfreiem ZnCl, in 40 ccm absol. Athanol dazu. 
Nach Zugabe von Ather kristallisiert das Salz im Kihlschrank aus. Es 14Bt sich 
aus Athanol-Ather umkristallisieren. Schmp. 192— 193°. 4,623 mg Sbst.: 0,654 ccm 
N, (korr.), 19°, 748 Torr (red.). — 7,963 mg Sbst. verbr. 2,34 com 0,01-m. Kom- 
— ee Chlorbestimmung: 5,321 mg Sbst. verbr. 2,467 cem 0,025-n. 

2 = 


(C;H,N,* HCl),ZnCl, (345,39) Ber. N 16,22 Zn 18,93 141,06 
Gef. N 16,28 Zn 19,21 (141,10 


Imidazol,-Zn-acetat, 
3g Zinkacetat lést man unter Zugabe von 1—2 Tropfen 4-proz. Essigsiure 
in 10 cem Wasser (px 5,7) und gibt 680 mg (10 mMol) festes Imidazol dazu. Nach 
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1—2 Tagen kristallisiert das Salz im Kiihlschrank langsam aus. Nach dem Ab. 
filtrieren wascht man einmal mit 60-proz., dann mit reinem Aceton. Trocknen bej 
1 Torr iiber P,O;. Schmp.: bis 310° nicht geschmolzen. 
4,400 mg Sbst.: 0,696 ccm N, (korr.), 23°, 738 Torr (red.). — 12,63 mg Sbst, 
verbr. 3,975 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 
(C3H,N,).°Zn(CJH,0,), (319,6) Ber. N 17,53 Zn 20,45 Gef. N 17,71 Zn 20,58 


Imidazol-Zink-butyrat (1:1:1) 

In 3 com Wasser lést man 136 mg (2 mMol) Imidazol und vereinigt mit einer 
Lésung von 480 mg (2 mMol) Zinkbutyrat in 20 com Wasser zusammen mit einigen 
Tropfen Butterséure. Die klare Lésung bringt man tropfenweise unter Umschiitteln 
mit l-n. NaOH auf pq 7. Dabei fallt ein flockiger Niederschlag aus, der abzentui- 
fugiert, mit Wasser, Aceton und Ather gewaschen und getrocknet wird. Unlislich 
in Wasser und organischen Lésungsmitteln. 

14,12 mg Sbst. verbr. 6,424 ccm 0,01-m. Komplexon-ITII-Lésung. 

C3H;N,:ZnC,H,0, (219,6) Ber. Zn 29,78 Gef. Zn 29,75 


2. Zinkverbindungen methylierter Imidazole 

(1-Methyl-imidazol),-ZnCl, 

Man lést 82 mg (1 mMol) N-Methyl-imidazol (Darstellung nach O. Wallach’) 
in absol. Athanol und vereinigt mit einer athanol. Lésung von tberschiissigem 
ZnCl,, der man 1—2 Tropfen konz. Salzsiure zugibt. Nach kurzer Zeit scheidet 
sich das Salz aus und wird aus Athanol-Ather umkristallisiert. Trocknen tiber P,0,, 

4,690 mg Sbst.: 0,757 com N, (korr.), 21°, 744 Torr (red.). — 5,845 mg Sbst. 
verbr. 1,93 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 4,604 mg Sbst. verbr. 1,220 ccm 
0.025-n. H,SO,. 

C,H,,.N,: ZnCl, (300,5) Ber. N 18,65 Zn 21,76 Cl 23,60 
Gef. N 18,35 Zn 21,59 Cl 23,50 


(1-Methyl-imidazol),-ZnCl,-2 HCI!® 

82 mg (1 mMol) N-Methyl-imidazol lost man in einigen cem Wasser und gibt 
konz. Salzsaure bis zur stark sauren Reaktion hinzu. Man versetzt mit dem 5fachen 
Volumen absol. Athanols und gibt eine konz. Lésung von iiberschiissigem ZnCl, in 
absol. Athanol dazu. Nach Zusatz von Ather bis zur beginnenden Triibung scheidet 
sich das Salz ab. Umkristallisieren aus Athanol-Ather. Trocknen im Vakuum. 
Exsiccator. Schmp. 135— 136°. 

4,648 mg Sbst.: 0,619 com N, (korr.), 24°, 744 Torr (red.). — 7,115 mg Sbst. 
verbr. 1,91 ccm 0,01l-m. Komplexon-III-Lésung. — 4,307 mg verbr. 1,853 ccm 
0,025-n. H,SO,. 

C,H,,.N,:ZnCl,: 2 HCl (373,4) Ber. N 15,04 Zn 17,52 C1 37,98 
Gef. N 14,98 Zn 17,55 Cl 37,27 


(1.3-Dimethyl-imidazol-chlorid),-ZnCl, 

Etwa 100 mg 1-Methyl-imidazol (s. 0.) werden mit iiberschiiss. CH,J behandelt, 
iiberschiiss. CH,J wird durch Erwirmen vertrieben und das Produkt nach Gold- 
schmidt*® mittels AgCl in das Chlorid iiberfiihrt. Nach Abfiltrieren des AgJ wird 
gut mit Wasser gewaschen und mit ZnCl,-Lésung versetzt. Nach Einengen i. Vak. 
fallt das Salz aus. 

4,496 mg Sbst.: 0,556 ccm N, (korr.), 18°, 748 Torr (red.). — 8,165 mg Sbst. 
verbr. 2,06 cem 0,01-m. Ant Beg Ill-Lésung. — 5,373 mg verbr. 2,130 ccm 
0,025-n. H,SO,. 

Cy9H,,N,Cl,- ZnCl, (401,5) Ber. N 13,96 Zn 16,28 Cl 35,33 
Gef. N 14,28 Zn 16,49 Cl 35,14 


30 H. Goldschmidt, Ber. dtsch. chem. Ges. 14, 1845 [1881]. 
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(2-Methyl-imidazol),-Zn 

Darstellung des 2-Methyl-imidazols analog Imidazol?® mit Acetaldehyd 
an Stelle von Formaldehyd. Zinksalze: 

a) 164 mg (2 mMol) 2-Methyl-imidazol lést man in 10 cem Wasser und ver- 
einigt mit einer Lésung, welche in 10 ccm 928 mg (4 mMol) Zink-diglycinat-hydrat 
und 75mg (1 mMol) Glycin enthalt. Abzentrifugieren des entstandenen Nieder- 
schlags, waschen mit Wasser, Aceton und Ather. 

3,012 mg Sbst. verbr. 1,336 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

ZnC,H, oN, (227,6). Ber. Zn 28,73 Gef. Zn 29,00 

b) 328,4 mg (4 mMol) 2-Methyl-imidazol lést man in 20 ccm Wasser und gibt 
die Lésung auf frisch gefalltes, gut gewaschenes Zinkhydroxyd, gewonnen aus 
575 mg (2 mMol) ZnSO,-7H,O und 4 mMol NaOH. Die iiberstehende Lésung zeigt 
den pu 8,0. Das Zinkhydroxyd verliert seine flockige Struktur und wird fein- 
kérnig. Nach 24-stdg. Stehenlassen wird abzentrifugiert, mit Wasser, Aceton und 
Ather gewaschen und i. Vak. iiber P,O, bei Zimmertemperatur getrocknet. 

8,04 mg Sbst. verbr. 3,550 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,H, 9N,Zn (227,6) Ber. Zn 28,73 Gef. Zn 28,87 


(2-Methyl-imidazol),-ZnCl, 

Man lést 821 mg (10 mMol) 2-Methyl-imidazol in 5 cem Wasser und gibt eine 
Lésung von 4 g ZnCl, (+4 Tropfen 1-n. HCl) in 7 com Wasser dazu. Unter gutem 
Umschiitteln fallt nach etwa 5 Min. ein Niederschlag aus, der im Kiihlschrank 
kristallin wird. Absaugen und Waschen mit Aceton, wobei das Produkt sich zum 
Teil im Aceton léste. Nach vorsichtigem Einengen des Acetons schieden sich im 
Kiihlschrank Kristalle ab, die auf Ton abgedriickt und im Exsiccator tiber Calcium- 
chlorid getrocknet wurden. Schmp. 170°. Beim Versuch, das Salz aus Wasser 
umzukristallisieren, trat Hydrolyse ein. 

4,274 mg Sbst.: 0,711 com N, (korr.), 22°, 721 Torr (red.). — 7,22 mg Sbst. 
verbr. 2,445 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 7,086 mg verbr. 1,900 ccm 
0,025-n. H,SO,. 

CgH,.N,: ZnCl, (300,5) Ber. N 18,65 Zn 21,76 Cl 23,60 
Gef. N 18,26 Zn 22,14 Cl 23,78 


[4(5)-Methyl-imidazol],-Zn 

Darstellung nach Knoop und Windaus® und nach Bernhauer’. Das aus 
der ammoniakal. Glucoselésung gewonnene Zinksalz wurde intensiv mit Wasser, 
danach mit Aceton und Ather gewaschen. Das hellgelbe Produkt besaB einen 
Zinkgehalt von 27,7% (ber. 28,73%). Zur Reinigung léste man in verd. Salzsiure, 
behandelte mit Tierkohle und neutralisierte die farblose Lésung mit 1-n.NaOH. 
Dabei fiel das Zinksalz wieder aus; es wurde wie iiblich abzentrifugiert und ge- 
waschen, enthielt aber noch Spuren gelblicher Ballaststoffe. 

14,10 mg Sbst. verbr. 6,057 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 


ZnC,H,N, (227,6) Ber. Zn 28,73 Gef. Zn 28,09 


3. Zinkverbindungen des nicht substituierten Benzimidazols 

(Benzimidazol),-Zn 

a) Zur Darstellung aus Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer siehe Feigl 
und Gleich’. 

b) Darstellung aus Zink-glycinat -Lésung: 591,5 mg (5 mMol) Benzimidazol 
lést man in 10 cem Aceton und 30 ccm Wasser und gibt 1,16 g (6 mMol) Zink- 
diglycinat-hydrat dazu. Der sofort auftretende amorphe Niederschlag wird nach 
kurzem Erwarmen feinkérnig; py der iiberstehenden Lésung : 7,2. Abzentrifugieren, 
waschen mit Wasser, Aceton und Ather, trocknen iiber P,O, bei 0,5 Torr. Ausb. 
720 mg (96% d. Th.). 

5,031 mg Sbst. verbr. 1,686 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,,H,9N,Zn (299,7) Ber. Zn 21,82 Gef. Zn 21,91 
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c) Darstellung mittels Zinkhydroxyds: 236,3 mg (2 mMol) Benzimidazol 
werden in 50-proz. waBr. Methanol gelést (35 cem) und auf frisch gefalltes. gut 
gewaschenes Zinkhydroxyd gegeben, gewonnen aus 287,6mg (1 mMol) Zink. 
sulfat-7H,O und 2 ccm 1-n. NaOH. Das Zinkhydroxyd veranderte sich wie oben 
bei Imidazol und 2-Methyl-imidazol. Nach mehrstdg. Schiitteln wurde abzentri- 
fugiert, mit Wasser, Aceton und Ather gewaschen und tiber PO, getrocknet. 

11,92 mg Sbst. verbr. 3,93 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 


ZnC, 4H, oN, (299,7) Ber. Zn 21,82 Gef. Zn 21,55 


(Benzimidazol),-ZnCl, 

Man list 4g ZnCl, unter Zusatz von 4 Tropfen 1-n. HCl in 7 com Wasser 
und vereinigt mit einer Lésung von 183 mg (10 mMol) Benzimidazol in 5 ccm 
Methanol. Aus der sauren Lésung schied sich im Kiihlschrank ein krist. Niederschlag 
ab, der aus absol. Athanol umkristallisiert wurde. Absaugen, waschen mit wenig 
Athanol, trocknen. Schmp. 233°. 

4,130 mg Sbst.: 0,566 ccm N, (korr.), 22°, 726 Torr (red.). — 9,50 mg Sbst, 
verbr. 2,515 com 0,01-m. Komplexon-{II-Lésung. — 8,745 mg verbr. 1,916 ccm 
0,025-n. H,SO,. 

C,4H,,N4°ZnCl, (372,6) Ber. N 15,04 Zn 17 
5 Zn'17 


5, 55 Cl 19,03 
Gef. N 15,1 


30 C1 19.42 


Benzimidazol-Zink-acetat (1:1:1) 

280 mg (2,5 mMol) Benzimidazol werden in 5 ccm Methanol gelést und mit 
einer Lésung vori 1 g Zinkacetat in 10 ccm Methanol + 6 Tropfen 4-proz. Essig. 
sdure vereinigt; pH der Lésung: 6. Nach 2-stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
zentrifugierte man den entstandenen Niederschlag ab, wusch und trocknete wie 
iiblich. J 

4,185 mg Sbst.: 0,439 ccm N, (korr.), 22°, 721 Torr (red.). — 8,84 mg Sbst. 
verbr. 3,625 ccm 0,01-m. Kompiexon-III-Lésung. 

C,H,;N,:ZnC,H,0, (241,6) Ber. N 11,60 Zn 27,06 Gef. N 11,51 Zn 26,81 


Benzimidazol-Zink-butyrat (1:1:1) 

240 mg (1 mMol) kristallisiertes Zinkbutyrat werden unter leichtem Er. 
warmen in 10 ccm Methanol gelést. Zu der klaren Lésung gibt man 118 mg (1 mMol) 
Benzimidazol, gelést in 2ccm Methanol. Beim Vereinigen der Lésungen fillt 
sofort ein kasiger Niederschlag, der abzentrifugiert und je zweimal mit Wasser, 
Aceton und Ather gewaschen wird. 

3,543 mg Sbst.: 0,316 ccm N, (korr.), 20°, 750 Torr (red.). — 4,730 mg Sbst. 
verbr. 1,746 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,H;N,°ZnC,H,0, (269,6) Ber. N 10,39 Zn 24,25 Gef. N 10,24 Zn 24,13 


Benzimidazol-Zink-Fettsiure-Verbindungen der Kettenlangen (, 
bis Cy, 

Darstellungsart: 2mMol der betreffenden Fettsiure werden in 50 ccm 
Methanol gelést und mit einer Lésung von 2 mMol (236,6 mg) Benzimidazol in 
5 ccm Methanol vereinigt. Man fiigt eine Lésung von 2 mMol (272,5 mg) wasser- 
freien Zinkchlorids in Methanol hinzu, die man mit 4 Tropfen 1-n. HCl angesauert 
hat. Die klare Mischung versetzt man tropfenweise unter Schiitteln mit 1-n. metha- 
nol. NaOH bis zum Erreichen des py 7. Der entstandene flockige Niederschlag 
wird abzentrifugiert, 30 Min. mit Methanol oder Benzol riickflieBend gekocht, ab- 
getrennt und mit Methanol, Aceton und Ather gewaschen. 


Benzimidazol-Zink-capronat 
4,094 mg Sbst.: 0,344 ccm N, (korr.), 23°,.753 Torr (red.). — 8,50 mg Sbst. 
verbr. 2,820 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 


C.H,N,:ZnC,H,,0, (297,7) Ber. N 9,44 Zn 22,04 Gef. N 9,60 Zn 21,69 
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Benzimidazol-Zink-caprylat 

3,859 mg Sbst.: 0,295 com N, (korr.), 22°, 753 Torr (red.). — 8,01 mg Sbst. 
verbr. 2,465 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,H,N,ZnC,H, 0, (325,7) Ber. N 8,60 Zn 20,07 Gef. N 8,76 Zn 20,12 


Benzimidazol-Zink-laurinat 

4,254 mg Sbst.: 0,286 ccm N, (korr.), 21°, 749 Torr (red). — 13,76 mg Sbst. 
verbr. 3,620 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,H;N,° ZnC,,.H,30, (381,8) Ber. N 7,34 Zn 17,12 Gef. N 7,70 Zn 17,20 


Benzimidazol-Zink-palmitat 

4,098 mg Sbst.: 0,238 ccm N, (korr.), 21°, 748 Torr (red.). — 13,19 mg Sbst. 
verbr. 2,980 ccm 0,01-m. Komplexon-ITII-Lésung. 

C,H,;N,°ZnC,,H3,0, (437,9) Ber. N 6,40 Zn 14,93 Gef. N 6,64 Zn 14,76 


Benzimidazol-Zink-stearat 

3,612 mg Sbst.: 0,191 com N, (korr.), 22°, 748 Torr (red.). — 13,39 mg Sbst. 
verbr. 2,775 com 0,01-m. Komplexon-ITI-Lésung. 

C,H;N.° ZnC, ,H,;0, (466,0) Ber. N 6,01 Zn 14,03 Gef. N 6,02 Zn 13,55 


4. Zinkverbindungen alkylierter Benzimidazole 

(2-Methyl-benzimidazol),-Zn 

264,6 mg (2 mMol) 2-Methyl-benzimidazol wurden in 15 cem Wasser unter 
Zugabe von 5 ccm Aceton gelést. Dazu gab man die Lésung von 136 mg (1 mMol) 
Zinkchlorid, welche mit 2 Tropfen 0,l-n. HCl angesaiuert war. Die klare Lésung 
wurde vorsichtig unter gutem Schiitteln mit 0,5 com 4-n. NaOH (2 mMol) versetzt 
bis zum Erreichen eines py von etwa 7,2. Der beim Zugeben der Natronlauge sich 
bildende Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit Wasser, Aceton und Ather 
gewaschen. 

4,910 mg Sbst. verbr. 1,494 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

ZnC,,H,,N, (327,8) Ber. Zn 19,95 Gef. Zn 19,89 


(2-Methyl-benzimidazol),-ZnCl, 

330,5 mg (2,5 mMol) 2-Methyl-benzimidazol wurden in 2 cem Methanol gelést 
und mit einer Lésung von 1 g ZnCl, in 5 ccm Methanol (+4 Tropfen 1-n. HCl) ver- 
einigt. Nach Einengen der erhaltenen klaren Lésung kristallisiert das Zinksalz 
nach einigen Tagen bei —10° aus. Absaugen, waschen mit gekiihltem Methanol- 
Ather, trocknen bei 0,1 Torr iiber P,O;. Schmp. 229°. 

14,39 mg Sbst. verbr. 3,650 ccm 0, 01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C1sH,.N4* ZnCl, (400,7) Ber. Zn 16,32 Gef. Zn 16,58 


(2-Methyl-benzimidazol),-Zn-acetat, 

360,5 mg (2,5 mMol) 2-Methyl-benzimidazol léste man in 5 ccm Methanol 
und gab eine Lésung von 1 g Zinkacetat-2H,O in 10 ccm Methanol (+6 Tropfen 
4-proz. Essigsiure) dazu. Nach vorsichtigem Einengen der Lisung auf etwa die 
Halfte des Volumens schieden sich bei — 10° iiber Nacht feine Kristallnadeln ab. 
Absaugen, vorsichtig mit gekiihltem Methanol, Aceton und Ather waschen, trocknen 
bei 0,1 Torr tiber P,O,;. Schmp.: bis 300° nicht geschmolzen. 

15,17 mg Sbst. verbr. 4,790 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,H,N,-Zn(C,H,0,), (315,7) Ber. Zn 20,71 Gef. Zn 20,64 

(N -Methyl-benzimidazol),-ZnCl,:(HCl), 

Etwa 1 g 1.3-Dimethyl-benzimidazol wurden nach der Vorschrift von Auwers 
und Mauss*! unter vermindertem Druck mittels Durchsaugen von Luft bei 250° 
im Luftbad zersetzt. Die anschlieBende Destillation lieferte bei 154°, 12 Torr in 


31K. v. Auwers u. W. Mauss, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 2411 [1928]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 305 2 
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geringer Ausbeute ein rotbraunes ©], welches in das Zinksalz tibergefiihrt wurde, 
Man versetzte das Ol mit wenig konz. HCl, nahm in absol. Athanol auf, versetzte 
mit absolut-adthanol. ZnCl,-Lésung, fallte mit Ather und kristallisierte aus Athandl. 
Ather um. Schmp. 182—183°. 

4,264 mg Sbst.: 0,456 ccm N, (korr.), 22°, 744 Torr (red.). — 6,696 mg Sbst, 
verbr. 1,41 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 4,069 mg Sbst. verbr. 1,380 com 
0,025-n. H,SO,. 

(CsH,N,).°ZnCl,: 2 HCl (473,6) Ber. N 11,83 Zn 13,81 Cl 29,95 
Gef. N 12,11 Zn 13,77 Cl 30,06 


(2-Athyl-benzimidazol),-ZnCl, 

220 mg (1,5 mMol) 2-Athyl-benzimidazol gab man in Substanz zu einer 
Lésung von 0,7 g ZnCl, in 2 ccm Methanol (+4 Tropfen 1-n. Salzsiure). Bei — 10° 
kristallisierte tiber Nacht die Verbindung aus. Absaugen, vorsichtig mit gekiihltem 
Aceton und Ather waschen. Trocknen bei 0,01 Torr iiber P,O,. Schmp. 228°. 

15,44 mg Sbst. verbr. 5,499 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 5,341 mg 
Sbst. verbr. 1,580 cem 0,025-n. H,SO,. 

C,H, N.° ZnCl, (282,5) Ber. Zn 23,14 C1 25,10 Gef. Zn 23,29 Cl 25,63 


(2-Athyl-benzimidazol),-Zn-acdtat, 

365 mg (2,5 mMol) 2-Athyl-benzimidazol léste man in 2 ccm Methanol und 
vereinigte mit einer Lésung von 1 g Zinkacetat-2H,O in 10 ccm Methanol (+4 
Tropfen 4-proz. Essigsiure). Die klare Mischung engte man auf etwa das halbe 
Volumen ein, worauf bei —10° feine Nadeln anfielen. Absaugen, waschen mit 
gekiihltem Aceton und Ather. Schmp. iiber 300°. 

14,31 mg Sbst. verbr. 4,374 ccm 0,01-m. Komplexon-IIT-Lésung. 

C,H, 9N.2: Zn(C,H;0,), (329,7) Ber. Zn 19,83 Gef. Zn 19,98 


5. Zinksalze des Histamins 


Zink-(histamin), 

a) 222,3 mg (2 mMol) Histamin Base léste man in 10 ccm Wasser und gab 
die Lésung auf frisch gefalltes Zinkhydroxyd, hergestellt aus 287,6 mg (1 mMol) 
ZnSO,:7H,O und 2 mMol NaOH. (Auswaschen des Hydroxydes wie oben.) Nach 
1—2Stdn. war praktisch alles Zinkhydroxyd gelést; abzentrifugieren von einer 
kolloidalen Triibung, einengen der klaren Lésung im schwach evakuierten Exsicca- 
tor tiber P,O;. Nach Erreichen eines Volumens von etwa 3—4 ccm fiel ein amorph- 
k6rniger Niederschlag aus. Dieser wurde abzentrifugiert und einmal mit Wasser, 
je zweimal mit Aceton und Ather gewaschen. Er ist in Wasser vdéllig unldslich. 
Trocknen: 24 Stdn. bei 1 Torr und 100° iiber P,O,. 

13,685 mg Sbst. verbr. 4,592 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

ZnC, 9H, ,N, (285,7) Ber. Zn 22,89 Gef. Zn 22,94 

b) 3,68 g (20 mMol) Histamin-dihydrochlorid léste man in 20 com Wasser 
und gab 1,25 g (10 mMol) Zinkcarbonat dazu. Nach Beendigung der Reaktion 
filtrierte man ab und versetzte die klare Lésung vorsichtig mit Natronlauge bis zur 
schwach alkalischen Reaktion. Abzentrifugieren des Niederschlags, waschen mit 
Wasser, Aceton und Ather. 

3,280 mg Sbst.: 0,850 ccm N, (korr.), 22°, 742 Torr (red.). — 10,04 mg Sbst. 
verbr. 3,490 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

ZnC, 9H, ,N, (285,7) Ber. N 29,42 Zn 22,89 Gef. N 29,31 Zn 22,73 


Histamin:2HC1-ZnCl, 

920 mg (5 mMol) Histamin-dihydrochlorid léste man in 3 ccm Wasser und 
gab eine Lésung von 2,5 g ZnCl, in 5 ccm (+3 Tropfen 1-n. Salzsiure) Wasser 
hinzu. Da auch im Kiihlschrank die Mischung klar blieb, wurde sie im Exsiccator 
auf 3—4 ccm eingeengt, worauf bei —10° Kristallnadeln ausfielen. Absaugen, 
vorsichtig waschen mit Aceton und Ather. 
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15,19 mg Sbst. verbr. 4,827 cem 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 6,052 mg 
Sbst. verbr. 3,048 com 0,025-n. H,SO,. 
C;H Ns‘ ZnCl, 2HCI (320,4) Ber. Zn 20,41 C144,26 Gef. Zn 20,78 Cl 44,64 


6. Zinksalze der Urocaninsaure 

Zink-urocaninat (1:2) 

a) 928mg (4mMol) Zink-diglycinat-hydrat léste man unter Zusatz von 
150 mg (2 mMol) Glycin in 20 com Wasser und gab die heiBe Lésung von 276 mg 
(2mMol) Urocaninsaure hinzu. Der sofort auftretende grobflockige Niederschlag 
wurde nach kurzer Zeit feinflockig, dann kristallin. Abzentrifugieren, waschen mit 
Wasser, Aceton und Ather. Scharf trocknen bei 0,01 Torr tiber P,O,. 

11,56 mg Sbst. verbr. 3,370 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

ZnC,.H,,0,N, (339,6) Ber. Zn 19,25 Gef. Zn 19,06 

b) 276mg (2 mMol) Urocaninsiure léste man unter Erwirmen in 20 ccm 
Wasser. Die Lésung gab man auf 1 mMol Zinkhydroxyd, dargestellt in der oben 
beschriebenen Weise. Wahrend mehrstdg. Schiittelns wurde das zunachst flockige 
Zinkhydroxyd grobflockig, danach kérnig, schlieBlich feinkérnig kristallin. Ab- 
zentrifugieren, waschen mit Wasser, Aceton und Ather. Scharf getrocknet im 
Exsiccator tiber P,O, bei 0,01 Torr. 

14,15 mg Sbst. verbr. 4,160 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

ZnC,.H,,0,N, (339,6) Ber. Zn 19,25 Gef. Zn 19,22 

Zink-urocaninat (1:1) 

414 mg (3 mMol) Urocaninsaure léste man unter Erwirmen in 50 com Wasser 
(px rd. 4,6) und gab nach und nach 375 mg (3 mMol) Zinkcarbonat dazu. Nach 
Erreichen eines py von etwa 6,3 fiigte man 2 Tropfen 5-proz. Essigsiure hinzu und 
kochte kurz auf. Abzentrifugieren des kérnigen Niederschlags, waschen mit Wasser, 
Aceton und Ather. 

5,024 mg Sbst. verbr. 2,496 ccm 0,01-m. Komplexonlésung. 

ZnC,H,O,N, (201,5) Ber. Zn 32,44 Gef. Zn 32,48 


Fiir wertvolle Mitarbeit danken wir Frau Jutta Wojahn-Decker und 
Fri. Elisabeth Mielke. 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 
Zusammenfassung 


Von Imidazol, 1-Methyl-, 2-Methyl-, 4(5)-Methyl-, 1.3-Dimethyl- 
imidazol, Benzimidazol, 1-Methyl-, 2-Methyl-benzimidazol, 2-Athyl- 
benzimidazol, Histamin und Urocaninséure wurden 30 Zink-Komplex- 
verbindungen analysenrein dargestellt, in denen Imidazol und seine 
Derivate als Anionen, als Kationen oder als ungeladene Molekiile mit 
Zinkionen verknipft sind. 

Schon ein einzelner Imidazolring kann ein Zinkion sehr fest 
binden, so daB neben den 2: 1-Komplexen auch gemischte Komplexe 
der Zusammensetzung Imidazol-Zn-R (1:1:1) existieren. Als R ist 
ein Carbonséure-Anion besonders geeignet; z.B. wurden dargestellt: 
Imidazol-Zink-butyrat, Benzimidazol-Zink-acetat, Benzimidazol-Zink- 
butyrat bis -stearat (simtlich 1:1: 1). 

Auch Histamin und Urocaninsdure bilden in entsprechender 
Weise mehrere Arten stabiler Zink-Komplexe. 


o* 


“« 
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Bindungsverhialtnisse und sterische Konfiguration von Zink. 
Imidazol-Verbindungen sowie die Anwendung der Befunde auf Imidazol. 
derivate biologischer Herkunft werden diksutiert. 


Summary 


Thirty zinc complexes of imidazole, 1-methyl-, 2-methyl-, 4(5). 
methyl-, 1.3-dimethylimidazole, benzimidazole, 1-methyl-benzimida. 
zole, 2-ethyl-benzimidazole, histamine and urocanic acid have been 
prepared in an analytically pure form. In the complexes imidazole and 
its derivatives are linked with zinc ions in the form of anions, cations or 
uncharged molecules. 

A single imidazole ring can bind a zinc ion so firmly that mixed 
complexes of the composition imidazole-Zn-R (1: 1:1) are formed in 
addition to the 2: 1 complexes. A carboxylic acid anion is particularly 
suitable for the R component. The complexes prepared included imid- 
azole zinc butyrate, benzimidazole zinc acetate and benzimidazole zinc 
butyrate to stearate, all the complexes being of the 1: 1: 1 type. Hista. 
mine and urocanic acid similarly form various types of stable zine 
complexes. Consideration is given to the bond mechanism and the steric 
configuration of zinc imidazole compounds and the results are discussed 
with reference to imidazole derivatives of biological origin. 
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Zur Konstitution des Insulins 
Von 
W. Grassmann, R. Strobel, K. Hannig und M. Deffner-Pléckl 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Regensburg, Dérnberg-Palais 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Miirz 1956) 


Die Ableitung der Konstitutionsformel des Insulins nach Sanger 
und Mitarbb.1*-4, die als weitgehend gesichert gilt, beruht zu einem 
wesentlichen Teil auf einer oxydativen Aufspaltung der Disulfidbriicken 
mittels Perameisensiure? und der Untersuchung der dabei freiwerdenden 
Einzelketten, die als Fraktion A? und als Fraktion B* unterschieden 
werden. Unter Zugrundelegung eines Molekulargewichtes von 6000, der 
bisher kleinsten Einheit, in die Insulin zu dissoziieren vermag®, wiirde 
Insulin aus je einer Kette A und B, unter Zugrundelegung des friiher® 
angenommenen Molekulargewichtes von 12000 aus je 2 Ketten von 
Fraktion A und B bestehen. 

Fraktion A enthalt am Aminoende Glycin, am Carboxylende Aspa- 
ragin; die Fraktion ist frei von Basen und wegen der Anwesenheit von 4 
Cysteinsiuren und 2 freien Dicarbonsiurecarboxylen stark sauer. In 
Fraktion B, die am Aminoende Phenylalanin und am Carboxylende 
Alanin enthalt, stehen 4 basischen Aminosiuren 2 freie Dicarbonsaure- 
carboxyle gegeniiber. 

Die Trennung der Fraktionen A und B nach Sanger? beruht auf 
einer Fraktionierung bei verschiedenem pu, wobei im wesentlichen von 
der geringen Léslichkeit von Fraktion B im isoelektrischen Bereich 
Gebrauch gemacht wird. Da in dem angewandten vielstufigen Frak- 
tionierungsgang eine Reihe von Zwischenfraktionen anfallen, die als 


1a) A. P. Ryle, F. Sanger, L. F. Smith u. R. Kitai, Biochem. J. 60, 541 
[1955]; b) A. P. Ryle u. F. Sanger, Biochem. J. 60, 435 [1955]; c) H. Brown, 
F.Sanger u. R. Kitai, Biochem. J. 60, 556 [1955]; d) F.Sanger, E. O. P. 
Thompson u. R. Kitai, Biochem. J. 59, 509 [1955]. 

2 F. Sanger, Biochem. J. 44, 126 [1949]. 

°F. Sanger u. E. 0. P. Thompson, Biochem. J. 58, 353, 363 [1953]. 

4 F. Sanger u. H. Tuppy, Biochem. J. 49, 463, 481 [1951]. 

5 E. J. Harfenist u. L.C. Craig, J. Amer. chem. Soc. 74, 3087 [1952]; 
E. Fredericq, Nature [London] 171, 570 [1953]; D. W. Kupke u. K. Linder- 
strom-Lang, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 18, 153 [1954]; L. A. Ae. 
Sluyterman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 169 [1955]. 

6 J.L. Oncley, J. physic. Chem. 44, 1103 [1940]; Chem. Reviews 30, 433 
[1942]; L.Moody, Amer. Rev. physic. Chem. 2,412 [1951]; H.Gutfreund, 
Biochem. J. 42, 156 [1948]; H. Gutfreund, Biochem. J. 42, 544 [1948]; J. L. 
Oncley, J. physic. Colloid Chem. 56, 85 [1952]; F. Tietze u. H. Neurath, J. 
biol. Chemistry 194, 1 [1952]. 
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Mischungen aus A und B betrachtet und nicht niher untersucht werden, 
betragt die Ausbeute an Fraktion A und B zusammen nur wenig iiber 
50% der eingesetzten Menge. Aus der Endgruppenbestimmung geht 
hervor, daB jede der beiden von Sanger erhaltenen Fraktionen uoch 
geringe Mengen der anderen enthalt. Sanger hat seinen Trennungsgang 
bisher nicht verbessert, doch hat neuerdings Pierce’ eine nahezu 
quantitative Trennung der beiden Fraktionen in der Gegenstromver. 
teilung nach Craig durchgefiihrt, wobei 36 Gewichtsprozente Fraktion A 
und 59% Fraktion B isoliert und aufer 5%, unléslicher Substanz weitere 
Spaltstiicke nicht angetroffen wurden. 

Quantitative Aminosiureanalysen des Insulins selbst sind von 
verschiedenen Seiten ausgefiihrt worden*—'*. Sie stimmen in den wesent- 
lichen Ergebnissen einigermaBen iiberein, zeigen aber im einzelnen eine 
Reihe von Abweichungen. Sanger selbst hat lediglich eine Aminosiure. 
analyse seiner Fraktion A nach der Methode von Polson und Mitarbb.“ 
ausgefiihrt, die von ihm selbst als nur sehr angenihert bezeichnet wird. 
Die Aminosaurezusammensetzung von Fraktion B wurde als Differenz 
zwischen den so erhaltenen Werten fiir Fraktion A und dem Ergebnis der 
Aminosiureanalyse des Gesamtinsulins von Chibnall und Tristram! 
errechnet, die ihrerseits in einer Reihe von Punkten von der wohl zu- 
verlissigeren neueren Analyse von Harfenist und Craig}? abweicht. — 
Pierce hat sich auf eine qualitative Ermittlung der Aminosiiure. 
zusammensetzung der von ihm getrennten Fraktionen mittels zwei- 
dimensionaler Papierchromatographie beschrankt. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, differieren die der Konstitutions- 
formel von Sanger und Mitarbb.' entsprechenden Aminosiurewerte 
(Spalte 2b und 2d) im Falle des Leucins von den Werten, die Sanger 
direkt bzw. indirekt (s. 0.) ermittelte (2a und 2c). Auch stimmt sowohl 
fiir Valin als auch fiir Isoleucin die Summe der aus der Konstitutions- 
formel errechneten Werte (2b + 2d) nicht mit den von Harfenist 
und Craig!? am Gesamtinsulin erhaltenen Werten (la, b) itiberein. 

Diese Sachlage hat uns veranlaBt, eine quantitative Trennung der 
Fraktionen A und B auf elektrophoretischem Wege zu versuchen und 
an den aufgetrennten Fraktionen eine quantitative Bestimmung der 
Aminosiuren mit Hilfe der in unserem Arbeitskreis entwickelten elektro- 
phoretisch-chromatographischen Aminosiiureanalyse!® durchzufiihren, 
die mit etwa 5 mg nach den inzwischen von uns gesammelten recht um- 
fanzreichen Erfahrungen bei maiBigem Zeitaufwand quantitativ zuver- 


7 G.M. Pierce, J. Amer. chem. Soc. 77, 184 [1955]. 

8 KE. Brand, Ann. N. Y. Acad. Sci. 47, 187 [1946]. 

® A.C. Chibnall u. G. R. Tristram, Biochem. J. 40, 721 [1946]. 

10 R. Acher, C.Fromageot u. M.Jutisz, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 54, 81 [1950]. 

11 §. F. Velick u. E. Ronzoni, J. biol. Chemistry 173, 627 [1948]. 

12 KE. Harfenist u. L.C. Craig, J. Amer. chem. Soc. 75, 5532 [1953]. 

13 W. Grassmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 
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Zur Konstitution des Insulins 


Aminosaurenanalysen des Insulins und der Fraktionen A u. B. 
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quite | 1a |b | 2a] o[ j 4 sa | b | e| a | 4a | b | 5a | b| 6 
Angaben der Literatur Eigene Ergebnisse 
Insulin Fraktion Fraktion A Fraktion B Insulin Summe 
gef. Jjabg. A B gefunden abg gef. | abg. gef. | abg. |[3d+4b 
9 11,64] 12 8 8 4 4 8,04 | 8,05 | 8,16 8 4,04 4 12,10} 12 12 
a 5,78 6 4 4 2 2 |} 5,98 | 3,95 | 3,90 4 1,99 2 ,96 6 6 
q 13,50] 14 8 8 6—8 6 8,00 | 8,10 | 7,90 8 6,00 6 14,20] 14 14 
Iv 7,90 8 2 2 6 6 2,00 | 1,96 | 2,05 2 6,02 6 7,90 8 8 
" 5,90 6 2 2 4 4 |] 2,02 | 1,95 | 1,62 2 3,98 4 6,20 6 6 
‘ 5,78] 6] 4 4 2] 214] 4,30 | 3,90 | 3,55 4 | 2,03] 2 6,20] 6 6 
r 1,94) 2) —] — 2] 2 _ - _ - 1,92 | 2 1,92} 2 2 
T 7,96) 8] 4 4 4] 4]] 3,98 | 3,77 aa 4 | 3,85] 4 7,83] 8 8 
| 9,46 9 4 4 4 6 |] 3,10 | 2,92 | 3,15 3 5,96 6 9,00 9 9 
nT 1,32 1 2 2 -|-— 1,20 | 1,40 1 - — 1 A 
: i160] 12! 6| 4| 6-8] 8|} >| 40] 3:85] 4 | 7,90] 8 |1%9] 12 12 
e 5,96) 6) —] — 6] 6 _ _ - _ 5,92] 6 5,90} 6 6 
0 2,14 2] - - 2 2 - _ - 2,32 | 2,5 2,50 2,5 2,5 
is 4,00 4}-{]- 4 4 _ - _- _ 4,04 4 4,05 4 4 
" 2,02 21-|- 2 2 _ - - _ 1,98 2 1,99 2 2 
¢ 2,04; 2] -—] —- 2] 2 = = — - 1,98 | 2 2,05}] 2 2 
mme, ber. auf 8 
l-Gew. 12000 100 | 44] 42 | 58—62] 60 40 60,5 100,5 | 100,5 
ol-Gew. 6000] 50] 22] 21] 29—31] 30 20 30,25 50,25] 50,25 
id-N 
ol.-Gew. 
6000 | 5,65 6] — 4] — 2 4,06 4 2,18 2 6,20 6 6 
Carboxylendgruppe Mol.-Gew, = 6000 
Alanin _ - 0,93 1 1,06 1 
Asparagin 0,2 0 — = 0,00; O 
Spalte: 
la: Analyse von Harfenist und Craig". 


: abgerundete Werte zu la. 
: Analyse von Sanger? nach Methode von Polson". 
: Sanger, Thompson? err. aus d. Formel der Fraktion A. 
¢: Sanger?® Differenz aus 2a und Analyse von Chibnall’®. 
: Sanger, Tuppy‘ err. aus d. Formel der Fraktion B. 


3a, b: Analyse zweier verschiedener Proben nach d. Methode v. Grassmann et al.'* Hydro- 


lysendauer 24 Stdn., 100°. 


3c: wie 3b, jedoch Hydrolysendauer von 48 Stdn. und 110°. 
4a, 5a: Eigene Werte nach der Methode von Grassmann et al.'*. 
3d, 4b, 5b: abgerundete Werte zu 3a, b, c, 4a, 5a. 


lissige Ergebnisse liefert; Analysen des Insulins selbst mit dieser Me- 
thode sind bereits in einer friiheren Arbeit!4 mitgeteilt worden. 
Wir tragen mit der Mitteilung dieser und weiter nachfolgender 
Versuchsergebnisse zugleich einer Kritik von Kofranyi’® Rechnung, 
der im Hinblick auf die zahlreichen Vorschlige zur quantitativen 
Aminosiureanalyse nicht ohne eine gewisse Berechtigung anfiihrt, 
,da8 auf die Schilderungen der Methodik fast niemals ausfiihrliche An- 
gaben iiber die damit durchgefiihrten Aminosiurebestimmungen an 
Proteinen folgen“. 


603 [1947]. 
15 KE. Kofranyi. diese Z. 299, 129 [1955]. 


“4 A. Polson, V.M. Mosley u. R. W. G. Wykoff, Science [New York] 105, 
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Eine Trennung der Fraktion A und B gelingt iiberraschend leicht 
und vollkommen quantitativ durch kontinuierliche Elektrophorese nach 
Grassmann und Hannig in n-Ameisensiure, Fraktion A wandert 
unter diesen Bedingungen anionisch, Fraktion B kationisch, wie dies 
nach der Aminoséureanalyse zu erwarten ist. Wesentlich rascher katio. 
nisch als die Fraktion B wandert das Zink-Ion, das im Zuge der Elektro. 
phorese quantitativ abgetrennt wird; es kann mit Dithizon auf dem 
Elektropherogramm sichtbar gemacht werden (Abb. 1). 

Als Aminoendgruppe enthielt die Fraktion A ausschlieBlich Glycin, 
die Fraktion B ausschlieBlich Phenylalanin. Die Trennung ist also bei 
unserer Arbeitsweise eine vollstindige. 


Abb. 1. Elektrophoretische Auftrennung 
von oxydierten Insulin (nach Grass- 
mann und Hannig?}). 

a) = Zink-Ionen (angefarbt mit Dithi- 
zon), b) = Fraktion B, c) = Fraktion A 
(angefarbt mit Ninhydrin). 
Trennbogenbreite: 25 em, Papier: Schlei- 
cher & Schill, 2040 b, Spannung: 175 V, 
Stromstarke: 16 mA, Elektrolyt: n-Amei- 
sensaure. 


c) 


Vom eingesetzten Gesamtstickstoff enthalt die Fraktion A 37%, 
die Fraktion B 60,6%. Das entspricht einer Gesamtausbeute von 97,6%. 

Die Stickstoffausbeute in den Fraktionen A und B verhiilt sich wie 
1 : 1,67, wahrend sich nach der Insulinformel von Sanger und Mitarbb. 
ein Verhaltnis von 1 : 1,60 und nach den etwas abweichenden Analysen 
dieser Arbeit ein Verhaltnis von 1 : 1,675 errechnet. 

In der Tabelle sind die von uns ermittelten quantitativen Amino- 
siurewerte der Fraktionen A und B zusammengestellt und den Angaben 
der Literatur sowie unseren bereits friiher veréffentlichten Werten des 
Insulins selbst gegeniibergestellt. — Die Tabelle enthalt ferner die Er- 
gebnisse der quantitativen Bestimmungen des Amidstickstoffes und der 
erstmals mittels der Reduktionsmethode'® quantitativ durchgefiihrten 
Bestimmung der Carboxylendgruppen der beiden Fraktionen A und B. 
Die Aminosiaurewerte sind auf ein Molekulargewicht des Insulins von 
12000 berechnet, wobei zu beriicksichtigen ist, daB die Einheit mit 
einem Molekulargewicht von 12000 jede der beiden Ketten A und B 
zweimal enthalten soll. 


16 W.Grassmann, H.Hérmann u. H. Endres, Chem. Ber. 86, 1477 
[1953]. 
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Die von Sanger nach der Niaherungsmethode von Polson und 
Mitarbb. erhaltenen Werte der Fraktion A wiirden fiir 2 Ketten ins- 
gesamt 44 Aminosiuren bzw. auf eine A-Kette 22 Aminosiuren ent- 
sprechen (Spalte 2a), waihrend sich aus Sangers Konstitutionsformel 
nur 42 bzw. 21 Aminosiaurereste errechnen (Spalte 2b). Die Differenz 
liegt dabei ausschlieBlich beim Leucin. Bei Fraktion B differieren die 
von Sanger auf indirektem Wege (s. oben) errechneten Aminosiure- 
analysen (Spalte 2c) in bezug Valin von denjenigen, die sich aus Sangers 
Konstitutionsformel errechnen (2d). 

Stellt man schlieBlich die Summe der Aminosduren, die aus der 
Konstitutionsformel von Sanger resultiert (Spalte 2b und 2d), der 
Analyse des Insulins von Harfenist und Craig (Spalte la, 1b) gegen- 
iiber, dann ergibt sich ein Mehr von je einem Valin und einem Isoleucin 
fir die Sangerschen Werte (ber. auf ein Molekulargewicht von 12000). 

Die in unseren Analysen gefundenen Aminosiurewerte fiir die 
Fraktionen A und B (Spalte 3a, b,d und 4a, b), die abgesehen vom 
Prolin nahezu streng ganzzahlig sind, entsprechen, miteinander addiert 
(Spalte 6), mit jeder nur wiinschenswerten Genauigkeit den von uns 
gefundenen Werten des Gesamtinsulins (Spalte 5a, b). Sie differieren 
von den Sangerschen Werten darin, daB (ber. auf das Molekular- 
gewicht 12000) von Valin und Isoleucin je ein Rest weniger gefunden 
wird als bei Sanger, wahrend unser Prolin-Wert etwas héher ist. Die 
Differenz bei Valin und Isoleucin betrifft ausschlieBlich die Fraktion A. 
Sie enthalt, wieder auf das Molekulargewicht von 12000 bezogen, nach 
unserer Analyse nur 3 Valinreste, 1 Isoleucin und 4 Leucin, waihrend 
nach Sangers Formel in zwei A-Ketten 4 Valinreste, 2 Isoleucin und 
4 Leucin vorhanden sein sollten. Die Lange der A-Kette entspricht nach 
unserer Analyse 20 Aminosauren statt 21 bei Sanger. Bei der Fraktion B 
besteht, vom Prolin abgesehen, vollstindige Ubereinstimmung mit 
Sangers Formel. 

Es ist bemerkenswert, daB unsere Aminosiurewerte fiir das Gesamt- 
insulin, und zwar sowohl die direkt bestimmten (Spalte 5b) wie die als 
Summe der Fraktionen A und B errechneten (Spalte 6), in ausgezeich- 
neter Ubereinstimmung mit den Werten von Harfenist und Craig 
stehen, wobei diese Ubereinstimmung auch fiir Isoleucin und Valin 
gilt. Harfenist und Craig haben die Tatsache, daB bei ihrer quanti- 
tativen Analyse des Gesamtinsulins je ein Mol Valin und Isoleucin 
weniger gefunden wird als nach Sangers Konstitutionsformel zu er- 
warten ware, sehr wohl bemerkt und durch den Hinweis auf die besonders 
schwere Spaltbarkeit der Isoleucin-Valin-Bindung zu erkliren versucht. 
Diese Erklarungsméglichkeit ist aber nach unseren Befunden mit hoher 
Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen, denn auch bei einer iiber das iibliche 
AusmaB weit verlingerten Hydrolysendauer, die bereits zu erheblichen 
Verlusten an Alanin, Serin und insbesondere an Tyrosin fiihrt, finden 
wir praktisch iibereinstimmende Werte fiir die genannten Aminoséuren 
(Spalte 3c). Auch muB beriicksichtigt werden, daB diese Differenzen 
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bei der quantitativen Analyse des Gesamtinsulins sehr viel weniger in 
Erscheinung treten als bei der von uns erstmals vorgenommenen 
genauen quantitativen Analyse von Fraktion A. Wahrend es analytisch 
nicht ganz einfach ist, zuverlissig zwischen 9 und 10 Valinresten bzw. 
13 oder 14 Leucin-Isoleucin-Resten im Gesamtinsulin zu unterscheiden, 
kann die gefundene Differenz zwischen 3 und 4 Valinresten bzw. 1 und 2 
Isoleucinresten in der isolierten Fraktion A nicht gut auf methodische 
Schwierigkeiten zuriickgefiihrt werden. 

Die Unterschiede zwischen der Sangerschen Konstitutionsformel 
und den von Harfenist und Craig und von uns gefundenen quanti- 
tativen Aminosiure-Analysen sind fiir die Vorstellung von der Struktur 
des Insulins nicht nur deswegen wichtig, weil sie offenbar dazu zwingen, 
die Linge der A-Kette von 21 auf 20 Aminosiuren zu reduzieren, sondern 
auch deswegen, weil die von uns fiir das Gesamtinsulin sowohl wie fiir 
die Fraktion A gefundenen Aminosiurewerte, wenn man sie auf die 
Einheit von 12000 bezieht, zwar fiir alle Aminosiuren ganzzahlig 
(vom Prolin abgesehen), aber nicht geradzahlig sind. 

Wenn Insulin, woran nach dem Stand der Literatur nicht zu 
zweifeln ist, in Einheiten von einem Molekulargewicht von 6000 di- 
soziiert, ‘dann sollten diese Untereinheiten nach unseren Analysen- 
ergebnissen, unter sich nicht vollkommen gleich sein, sondern sich in 
ihrem A-Teil im Gehalt an Valin und Isoleucin unterscheiden, am 
wahrscheinlichsten in dem Sinne, da8 einmal ein Rest Valin durch 
Isoleucin ersetzt ist. In der Formel der A-Kette von Sanger und 
Thompson befindet sich in Position 2 und 3 die Aminosaurereihen- 
folge Isoleucin-Valin. Der einfachste Weg, unsere Ergebnisse mit der 
Formel von Sanger in Ubereinstimmung zu bringen, besteht in der An- 
nahme, daB an dieser Stelle nicht Valin und Isoleucin, sondern Valin 
oder Isoleucin sich befinden. Eine gegenseitige Vcrtretbarkeit dieser 
beiden Aminosauren erscheint plausibel; sie nehmen insofern eine 
Sonderstellung ein, als sie die einzigen sind, deren Ketten am £-Kohlen- 
stoffatom verzweigt sind. Dieser Sonderstellung scheint allerdings auch 
eine besondere Widerstandsfihigkeit der von den beiden Aminosauren 
gebildeten Peptidbindungen gegen die saure Hydrolyse zu entsprechen. 
Wir sind augenblicklich beschiiftigt, diese Fragen zu priifen. 

Mit groBer Vorsicht méchten wir zunachst die Differenz beim Prolin inter- 
pretieren. Der Prolinwert ist sowohl beim Insulin selbst wie auch bei der Fraktion B 
deutlich héher gefunden, als es zwei Resten Prolin im Molekiil vom Molekular- 
gewicht 12000 entspricht. Diese héheren Werte liegen nach unserer Meinung 
auBerhalb der Versuchsfehler, und sie sind von uns bei mehrmaliger Wiederholung 
immer wieder, aber auch von den meisten anderen Untersuchern® *!° gefunden 
worden. Wenn unser Wert von 2,5 Prolinresten richtig ist, dann wiirde dies be- 
deuten, daB auch die Teilchen vom Molekulargewicht 12000, die bekanntlich 
gleichfalls durch Dissoziation gréBerer Einheiten vom Molekulargewicht 24000 
bzw. 36000 entstehen, untereinander nicht vollstandig iibereinstimmen, sondern 
sich (und zwar diesmal in ihrem B-Teil) im Prolingehalt unterscheiden. Unseren 
Ergebnissen wiirde die Annahme entsprechen, da8 in drei von insgesamt vier 
B-Ketten je ein Prolinrest, in einer vierten aber zwei Prolinreste enthalten sind. 
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Hinsichtlich des Amidstickstoffes stimmen unsere Ergebnisse mit 
denen von Sanger und anderen Autoren iiberein. 

Schlieflich entspricht auch die Menge des nach Grassmann und 
Mitarbb.!® quantitativ bestimmten carboxylendstiandigen Alanins, das 
ausschlieBlich der B-Kette angehért, der Formel von Sanger und 
Mitarbeitern. DaB die Ausbeute an Alaninol bei der Analyse des Gesamt- 
insulins, nicht dagegen bei derjenigen der B-Kette, etwas iiber dem 
theoretisch zu erwartenden Wert liegt, wihrend die Methode sonst eher 
etwas zu tiefe Werte liefert, kénnte nach den Ergebnissen von Grass- 
mann und Mitarbb.17 vielleicht dadurch erklirt werden, daB bei der 
vorgenommenen acetylierenden Veresterung in gewissem Umfange eine 
Acylwanderung an der im A-Teil gelegenen Alanin-Serin-Bindung 
erfolgt; das bei der Umlagerung entstandene Esterpeptid wiirde dann 
bei der nachfolgenden Reduktion mit Lithiumborhydrid gleichfalls 
Alaninol liefern. Tatsachlich spricht das Ergebnis der siulenchromato- 
graphischen Auftrennung der bei der Endgruppenbestimmung der 
Fraktion A erhaltenen DNP-Aminoalkohole fiir das Vorhandensein 
einer kleinen Menge an DNP-Alaninol (s. Abb. 4). 

In der A-Kette ist nach den Befunden von Sanger und Lens?*!8 
Asparagin carboxylendstandig, das als Amid bei der Reduktionsmethode 
bei iiblicher Aufarbeitung und Isolierung der beiden Fraktionen nicht 
isoliert wird; die gefundene geringe Menge Di-DNP-Enol-asparagin- 
dial’® weist auf eine geringfiigige Hydrolyse des Amids bei der durch- 
gefiihrten elektrophoretischen Trennung hin. 


Beschreibung der Versuche 


1. Ausgangsmaterial 

Fiir die Versuche dienten dreimal umkristallisierte Praparate von Kalber- 
insulin der Farbwerke Hoechst (15,3% N). 

2. Oxydative Aufspaltung mit Perameisensiure und Gefrier- 
trocknung des Oxydationsproduktes 


Die Oxydation der Disulfidbriicken des Insulins wurde von uns in Anlehnung 
an die von Sanger beim Insulin‘ und von Du Vigneaud und Mitarbb.'*® beim 
Oxytocin angewandte Arbeitsweise unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 

Zur Herstellung der Perameisenséure wurden 9 Teile 99-proz. Ameisensaure 
mit 1 Teil 30-proz. H,O, vermischt. Nach 20 Min. wurden 10 ccm dieser Lésung 
zu 55 mg Insulin hinzugefiigt. Die Perameisensiure wurde bei Raumtemperatur 
15 Min. lang einwirken gelassen; danach wurden zur Zerstérung der Perameisen- 
siure 25 com dest. Wasser zugefiigt, das Gemisch sofort bei — 60° eingefroren und 
gefriergetrocknet. Das oxydierte Insulin wurde als weiBe, flaumige Substanz 
erhalten. Ausbeute 54 mg. 

Nach dem Ergebnis einer Hydrolyse und zweidimensionalen Papierchromato- 
graphie mit Butanol-Eisessig-Wasser (4: 1:5) und Phenol-Kresol (1:1, wasser- 
gesittigt) fehlte im Oxydationsprodukt Cystin vollstandig; es war quantitativ 


17 H. H6rmann, W. Grassmann, E. Wiinsch u. H. Preller, Chem. Ber. 
89, im Druck. 

18 J. Lens, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 8, 367 [1949]. 

19 C. Fromageot, M.Jutisz, D. Mayer u. L. Penasse, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 6, 283 [1950]. 
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in Cysteinséure iibergegangen. Chlorierungsprodukte des Tyrosins, wie sie von 
Sanger und Tuppy? beobachtet wurden, traten nicht auf. 

3. Elektrophoretische Trennung der Fraktionen A und B 

a) Anfarbung der Fraktionen 

Wie schon Sanger festgestellt hat, wird, vermutlich wegen des Gehalts an 
Sulfogruppen, die stark saure Fraktion A durch Ninhydrin nicht, die Fraktion B 
nur schlecht angefarbt (vgl. Sanger‘). Zur Sichtbarmachung der Fraktionen A 
und B verwenden wir ein ameisensaurehaltiges Ninhydrinreagens der nachfolgenden 
Zusammensetzung, das, vermutlich wegen der beim Erhitzen auf dem Papier 
spurenweise erfolgenden Hydrolyse, wesentlich deutlichere Anfarbungen liefert. 
Mit dem Reagens wurde der Elektrophoresebogen bis zu einem seidigen Glanz 
bespriiht. Die Entwicklung des Farbstoffes erfolgte durch etwa 15 Min. langes 
Trocknen im Trockenschrank bei 80°. Das Reagens hat folgende Zusammensetzung: 

90 cem n-Butanol, 500 mg Ninhydrin, 4 ccm Wasser, 0,6 com Ameisensiure, 
0,6 cem Pyridin. 

Gute Anfarbungen wurden auch nach der Methode von Reind] und Hoppe” 
erhalten. 

b) Durchfiihrung der Trennung 

Die quantitative Trennung der beiden Fraktionen erfolgte mittels 
der kontinuierlichen Elektrophorese nach Grassmann und Hannig* 
in n-Ameisensaure. 

Das Trennbild (Abb. 1) zeigt eine klare Auftrennung in zwei Frak.- 
tionen, von denen die eine, die in dem relativ stark sauren Medium 
(px = 1,8)-kationisch wandert, der Sangerschen Fraktion B, die 
andere, anionisch wandernde der Fraktion A entspricht. Durch an- 
schlieBendes Bespriihen mit Dithizon 1a8t sich dariiber hinaus das im 
nativen Insulin vorhandene Zink sichtbar machen, das, wie zu erwarten, 
mit hoher Geschwindigkeit kationisch wandert. 

10 mg oxydierten Insulins werden mit 0,25 cem 99-proz. Ameisensaure auf- 
gelést. Der Lésungsvorgang ist nach etwa 30 Sek. bei gutem Umschiitteln beendet. 
AnschlieBend werden 0,5 cem Wasser hinzugegeben. — Die Ameisenséurekonzen- 
tration darf dabei nicht unter 30% absinken, da sonst ein Niederschlag entsteht, 
der auch bei Zugabe von 99-proz. Ameisensiure nicht mehr in Lésung gebracht 
werden kann. Die Lésung wird dann in eine 1-ccm-Rekordspritze so eingesaugt, 
daB sich iiber der Lésung noch ein Luftkissen von etwa 0,3 ccm befindet, um an- 
schlieBend die eingesaugte Lisung quantitativ aus der Spritze und Zuleitung 
(Glaskapillare!) zum Elektrophoresebogen bringen zu kénnen. Mit einer geeigneten 

rsetzung wird innerhalb von 10 Stdn. die Lésung auf den Trennbogen der 
Apparatur (Trennbogenbreite 25 cm) nach Grassmann und Hannig aufgespritzt. 
Die angelegte Spannung betrug 175 V, die dabei resultierende Stromstarke 16 mA. 
Papier: Schleicher & Schiill, 2040b. 

Zur quantitativen Auswertung des Trennversuchs wurden die Auffang- 
trichterchen der Apparatur durch Auffangglaschen von etwa 1 ccm Fassungs- 
vermogen ersetzt, in welche zu Beginn der Trennung die Zipfelchen der Trennbogen 
eingefiihrt werden (vgl. Grassmann und Mitarbb.'*). Nach vollstandiger Zu- 
fiihrung des oxydierten Insulins auf den Trennbogen wird dieser noch 6 Stdn. mit 
dem Elektrolyten durchgespiilt, um eine quantitative Uberfiihrung der Substanz 
in die Auffangglischen zu gewahrieisten. 

Nach Beendigung des Versuchs werden die Auffangglaschen in einen Exsiccator 
gebracht und die Liésungen im Vak. iiber Phosphorpentoxyd und Kaliumhydroxyd 


20 F. Reind] u. W. Hoppe, Chem. Ber. 87, 1103 [1954]. 
21 W. Grassmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 
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abgedampft. — Zur Lésung der so getrockneten Substanzen wird jedes Glaschen 
mit genau 0,3 com 99-proz. Ameisensiure beschickt und 0,1 ccm der erhaltenen 
Lésungen zur Stickstoffbestimmung verwendet. 

Die Mikro-Stickstoffbestimmung erfolgte durch Kombination des Kjeldahl- 
Aufschlusses mit photometrischer Auswertung der NeBler-Reaktion unter folgenden 
Bedingungen: 

0,1 ccm der Substanz- 
lJésung werden in ein auf 
10 ccm geeichtes Spezial- 
reagenzglas fiir Kjeldahl-Auf- 


schluB gegeben, in dem sich 
i 








etwa 1 mg Selenreaktions- 
gemisch, mit 0,1 ccm stick- 
stofffreier konz. Schwefel- 
siure versetzt, befindet und 
nach Kjeldahl aufgeschlossen. 
Der AufschluB ist nach etwa 
2Stdn. beendet. Die Rea- 
genzgliser werden abgekiihlt } 
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Nach 20 Min. wird mit dem Kolo- I\ 
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den einzelnen Glaischen von 1 bis 50} 
21 ist in den Abb. 2 und 3 wieder- 
gegeben. Das Verhiltnis der in 
Fraktion A und B enthaltenen 
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stoffverteilung war im Versuch Ne der Gléischen —— 
der Abb. 3 nicht so eindeutig wie Abb. 3. Stickstoff-Verteilung der Frak- 
in dem der Abb. 2. Die gele- tionen A u. B. 
gentlich angetroffene, in Abb. 3 
wiedergegebene, etwas langsamer laufende Komponente neben der Frak- 
tion A, konnte nicht mit Ninhydrin, wohl aber mit der Anfarbemethode 
nach Reind] und Hoppe sichtbar gemacht werden. Chromatographisch 
mit dem Lésungsmittel Butanol-Pyridin-Hisessig-Wasser (4:1:1:5) ge- 


mR A. Cleghorn u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 274, 189 [1934]. 
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priift, wandert der weitaus iiberwiegende Anteil der ,,Nebenfraktion“ 
genauso wie die Hauptfraktion A, wihrend eine geringe Beimengung 
in ihrem R,-Wert mit der Fraktion B iibereinstimmt. Fiir die Ausbeute. 
berechnung wurde die Nebenfraktion der Fraktion A zugerechnet. Es 
kénnte sich in der ,,Nebenfraktion“ also um eine Additionsverbindung 
aus Fraktion A und B handeln, die unter den Bedingungen der Elektro. 
phorese nicht vollstindig zerlegt werden konnte. Beispiele solcher Asso. 
ziationen, die bei der Elektrophorese zu einem gegens..igen ,,Mit. 
schleppen“ zweier Fraktionen fiihren, sind gelegentlich von uns beob. 
achtet worden. 

Zur Gewinnung priiparativer Mengen an Fraktionen A und B wurden 
Trennungen durchgefiihrt, bei denen etwa 50 mg oxydiertes Insulin in 
die Apparatur eingesetzt wurden. 

4. Carboxylendgruppenbestimmung von Insulin und den 
Fraktionen A und B (vgl. Tab.) 

Die Bestimmung der Carboxylendgruppen erfolgte nach der Re. 
duktionsmethode nach Grassmann und Mitarbb.!® in folgender Weise: 

4,5 mg Insulin bzw. 4,1 mg von Fraktion A oder 2,7 mg von Fraktion B wur. 
den in 5 cem Methanol und 0,25 cem Acetanhydrid bei Zimmertemperatur 20 Stdn. 
suspendiert. Sodann wurde durch Vakuumdestillation das tiberschiissige Acet- 
anhydrid und Methanol entfernt. Der Riickstand wurde mit 5 ccm Tetrahydrofuran 
aufgenommen, das iiber Kaliumhydroxyd und Lithiumaluminiumhydrid getrocknet 
worden war. Nach Zugabe von 10 mg Lithiumborhydrid wurde 30 Stdn. am Wasser. 
bad unter Riickflu8kiihlung erhitzt. Das Tetrahydrofuran wurde durch Vakuum. 
destillation entfernt, der Riickstand mit 4 ccm 2-n. HCl aufgenommen und nach 
weiterer Zugabe von 4 ccm 6-n. HCl 8 Stdn. hydrolysiert. Nachdem im Vak. 2mal 
zur Trockene eingedampft worden war, wurde das Gemisch mit einer Lésung aus 
2,5 mg FDNB und 25 mg Natriumhydrogencarbonat, gelést in 60-proz. Alkohol, 
versetzt und innerhalb von 3 Stdn. unter mehrmaligem Umschiitteln (Zimmer. 
temperatur) in die DNP-Derivate iibergefiihrt. — Zur Beseitigung von tiberschiiss, 
FDNB wurde anschlieBend noch mit einigen mg Glycin umgesetzt. — Der Alkohol 
wurde im Vak. abgedampft, die zuriickbleibende Lésung mit 20 ccm Natrium. 
carbonatlésung versetzt und die Aminoalkohole durch 5maliges Ausschiitteln 
mit je 20cem Ather von den Aminosiuren getrennt. Die atherische Lésung der 
Aminoalkohole wurde mit Natriumsulfat getrocknet und der Ather anschlieBend 
im Vak. abgedampft. 

Die Aminoalkohole wurden mit 1 ccm Eassigester aufgenommen und 0,3 ccm 
wurden an einer Saule aus Kieselgur-Celite (4:1) mit je 15 bzw. 30 ccm von 6 ver- 
schiedenen Lésungsmitteln (siehe Grassmann und Mitarbb.1*) chromatographiert. 

Im Falle von Insulin (Abb. 4) konnte erwartungsgemiB nur DNP- 
Alaninol als Carboxylendgruppe festgestellt werden, da die zweite im 
Insulin vorhandene Carboxylendgruppe, Asparagin, als Amid vorliegt, 
das von LiBH, nicht reduziert wird. Nach der Aminosiureanalyse miiBte 
carboxylendstindiges Alanin in einer Menge von 0,171 Mikromolen pro 
1 mg Insulin vorliegen. Gefunden wurden 0,184 Mikromole, also 7,6% 
zu viel. 

Die siulenchromatographische Trennung der aus Insulin erhaltenen Amino- 
alkohole (Abb. 4) ergab neben etwas DNP- Leucin, das bekanntlich z. T. in die 


Aminoalkoholfraktion iibergeht1*, neben 2.4-Dinitrophenol, praktisch nur DNP.- 
Alaninol. Die in kleiner Menge vorhandene Fraktion 3, die keinem der bekannten 
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Abb. 4. Carboxylendgruppenbestimmung an Insulin. 
Reduktionsmethode nach Grassmann und Mitarbb.1*; angewandt 1,35 mg 
Insulin, verestert mit Methanol-Acetanhydrid. Saulenchromatographische Tren- 
nung der DNP-Aminoalkohole. Abszisse: Nr. der Glaschen je 1,56 com; Ordinate: 
Extinktion bei 366 my. 1 = DNP-Leucin, 2 = 2.4-Dinitro-phenol, 3 = 2.4-Dinitro- 
thiophenol ?, 4 = DNP-Alaninol, I—V = Lésungsmittel?*. 






































Abb. 5. Carboxylendgruppenbestimmung an i 
Fraktion B. 


Reduktionsmethode nach Grassmann und 
Mitarbb.1®; angewandt 0,82 mg Fraktion B, 
verestert mit Methanol-Acetanhydrid. Saulen- 
chromatographische Trennung der DNP- 
Aminoalkohole. Abszisse: Nr. der Glaschen 
jel,54cem; Ordinate: Extinktion bei 366 my. 
1 = DNP-Leucin, 2 = 2.4-Dinitro-phenol, 
3=DNP-Alaninol. I—II = Lésungsmittel?*, 
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Abb. 6. Carboxylendgruppenbestimmung an Fraktion A. 
Reduktionsmethode nach Grassmann und Mitarbb.!*; angewandt 1,22 mg 
Fraktion A, verestert mit Methanol-Acetanhydrid. Saulenchromatographische 
Trennung der DNP-Aminoalkohole. Abszisse: Nr. der Glaschen je 1,56 com; 
Ordinate: Extinktion bei 366 my. 1 = DNP-Leucin, 2 = 2.4-Dinitro-phenol, 

3 = DNP-Alaninol, 4 = Di-DNP-Enol-asparagindial, I—V = Lésungsmittel!*, 
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Aminoalkohole zugeordnet werden kann, konnte nicht identifiziert werden. Még. 
licherweise kénnte es sich um 2.4-Dinitro-thiophenol handeln, da mit einer Zer. 
setzung des Cystins bei der Reduktion mit LiBH, gerechnet werden muB. 

In Fraktion B wurde erwartungsgema8 nur Alaninol als Endgruppe 
erhalten (Abb. 5). Nach der Aminosiureanalyse waren 0,285 Mikromole 
carboxylendstindiges Alanin pro 1 mg Fraktion B zu erwarten; gefunden 
wurden 0,266 Mikromole, also 6,7 zu wenig. 

Die Isolierung einer relativ kleinen Menge von Di-DNP-Enol. 
Asparagindial bei der Carboxylendgruppenbestimmung der Fraktion A 
(Abb. 6) ist iiberraschend, denn nach den Ergebnissen von Sanger und 
Mitarbb.* '4 ist nicht Asparaginsiiure, sondern Asparazin, also das Amid 
endstaindig. Nach Reduktion und Hydrolyse diirfte dieses nicht Di-DNP. 
Enol-Asparagindial, sondern den Halbalkohol der Asparaginsaure liefern, 
der bei der iiblichen Aufarbeitung der DNP-Aminoalkohole nicht erfaht 
wird. In der Tat hatte auch die Carboxylendgruppen-Bestimmung des 
Insulins selbst nur DNP-Alaninol als Carboxylendgruppe ergeben und 
das gleiche ergab sich fiir das nicht aufgetrennte Gemisch aus Fraktion A 
und B nach perameisensaurer Oxydation. Es ist also anzunehmen, daf 
bei der Isolierung der Fraktion A, die mit einer Elektrophorese und zwei 
Gefriertrocknungen bei saurer Reaktion (py 1,8) verbunden ist, die 
Amidbindung z. T. hydrolytisch gespalten wird und dadurch das Auf. 
treten einer kleinen Menge von Di-DNP-Enol-Asparagindial bedingt 
ist. — Erhalten wurden 0,092 Mikromole pro 1 mg Fraktion A, wihrend 
bei vollstandiger Spaltung des Amides 0,41 Mikromole zu erwarten ge- 
wesen waren. 

5. Bestimmung des Amidstickstoffes von Insulin und den 
Fraktionen A und B 

Der Amidstickstoff wurde in den Fraktionen A und B wie im Insulin 
in Anlehnung an die Arbeitsweise von Cleghorn und Jendrassik® 
und Rees” bestimmt (vgl. die Tab. 8. 23): 

2,35 mg Insulin bzw. 3,0 mg der Fraktion A und 2,35 mg der Fraktion B 
wurden in einem Hydrolysenkélbchen (5 ccm) mit 20-proz. Salzsiure (stickstoff- 
frei) versetzt. 

Das Kélbchen wurde zugeschmolzen und 200 Stdn. in einen Thermostaten 
von 40° gehingt. Nach erfolgter Hydrolyse wurde der Hals des Kélbchens 3 em 
oberhalb des Kolbenbauches abgesprengt und das Kélbchen auf 0° abgekiihlt (zur 
Vermeidung von Spritzverlusten). Die Salzsiure wurde daraufhin im Exsiccator 
iiber Phosphorpentoxyd und Natriumhydroxyd bei 15mm abgedampft. (Die 
Wasserstrahl-Luftpumpe blieb standig angeschlossen; dadurch konnte die Salz- 
sdure innerhalb von 20 Stdn. vollstandig entfernt werden.) 

Der Riickstand wurde nun mit 5 ccm bidest. Wasser quantitativ aus dem 
Kélbchen in die Mikro-Kjeldahl-Apparatur gespiilt. Die Lésung wurde danach 
mit einer Aufschlammung von 0,5 g MgO in 4 ccm bidest. Wasser versetzt und der 
Amidstickstoff innerhalb von 10 Min. in ein 50-ccm-Erlenmeyerkélbchen, das mit 
10 ccm bidest. Wassers und 0,2 cem konz. Schwefelsiure (z. A.) beschickt war. 
iiberdestilliert. Der Inhalt des Erlenmeyerkélbchens, der bei der Destillation auf 
etwa 40 ccm angestiegen war, wurde dann in ein 50-ccm-MeBkélbchen umgefiillt, 
mit 2 ccm 0,5-n. NaOH versetzt, auf 50 ccm mit bidest. Wasser aufgefiillt und gut 


23 M. W. Rees, Biochem. J. 40, 632 [1946]. 
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umgeschiittelt. Dem Me8kélbchen wurden zwei Proben zu 10 ccm entnommen, 
0,5 ccm NeBler-Reagens™ hinzugefiigt, umgeschiittelt und nach 20 Min. mit dem 
Medeor-Kolorimeter der Firma Eppendorf, Filter 405 my, kolorimetriert. 

6. Quantitative Aminosiurebestimmung (vgl. Tab.) 

Die quantitative Aminosaurebestimmung erfolgte nach der elektro- 
phoretisch-chromatographischen Methode von Grassmann und Mit- 
arbb.24, und zwar nach einer salzsauren Hydrolyse von 24 Stdn. bei 
100°. Soweit Leucin und Isoleucin getrennt bestimmt wurden, erfolgte 
die papierchromatographische Trennung der neutralen Aminosiuren 
mit Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) (vgl. Grassmann und Mit- 
arbb.!%). Von der Fraktion A wurden zwei Priiparate, die aus verschie- 
denen Lieferungen stammten, untersucht. Um zu klaren, ob die gegen- 
iiber den Sangerschen Werten zu niedrigen Werte von Isoleucin und 
Valin auf ungeniigende Hydrolyse zuriickzufiihren sein kénnten, wurde 
in einem Versuch (Spalte 3c) die Hydrolyse auf 48 Stdn. bei 110° aus- 
gedehnt. Unter diesen Bedingungen, die bereits zu einer starken Zer- 
stérung einiger Aminosiéuren (Tyrosin, Serin, Alanin) fiihren, blieb der 
Valin-Wert unverindert, wihrend sich fiir Isoleucin eine ganz gering- 
figige Erhdhung ergab, der eine kleine Erniedrigung der gefundenen 
Menge an Leucin gegeniibersteht. Insgesamt sind auch in diesem Ver- 
such nur 3 Valinreste und fiir Leucin und Isoleucin zusammen nur 5 
Reste gefunden worden, wihrend nach Sangers Formel in Fraktion A 
4 Valinreste und 6 Leucin-Isoleucinreste vorhanden sein sollten. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unter- 
stiitzung dieser Arbeit. 

Der pharmazeutischenAbteilung, Hormon-Betrieb, der Farbwerke Hoechst 
méchten wir fiir die Uberlassung des Insulins auch an dieser Stelle unseren Dank 
zum Ausdruck bringen. 

Zusammenfassung 

Die durch den Perameisensiéure-Abbau erhaltenen Fraktionen A 
und B des oxydierten Insulins wurden durch kontinuierliche Elektro- 
phorese quantitativ getrennt. 

Die durchgefiihrte quantitative Analyse der beiden Fraktionen und 
des Insulins selbst in bezug auf Aminosiurezusammensetzung, Amid-N 
und Carboxylendgruppen liefert Ergebnisse, die im wesentlichen mit 
der Konstitutionsformel von Sanger iibereinstimmen. Beziiglich des 
Valin- und Isoleucingehaltes der Fraktion A wurden jedoch Abwei- 
chungen erhalten, die diskutiert werden. 


Summary 


The fractions A and B of oxidized insulin obtained by performic 
acid degradation have been quantitatively separated by means of con- 
tinuous electrophoresis. Quantitative analysis of the two fraction: and 
of insulin itself in respect of amino-acid composition, amide-N and 
terminal carboxyl groups yields results which are essentially in agreement 
with the structure of Sanger. Divergences were however found in the 
valine and isoleucine content of fraction A and are discussed. 
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Zur Identifizierung 
von Cholinestern in biologischem Material, 
insbesondere von Acetylcholin in Bienenfuttersaften 


Von 
D. Henschler 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Miirz 1956) 


Bei Studien an Bienenfuttersiften stieBen wir auf die Méglichkeit 
von Irrtiimern bei der papierchromatographischen Identifizierung von 
Acetylcholin. Wir haben daher ein neues Verfahren zur Charakteri- 
sierung von Estern des Cholins ausgearbeitet, zumal neuerdings dem 
natiirlichen Vorkommen solcher Ester und damit deren Identifizierung 
erhéhte Bedeutung zukommen. 

Die biologische Auswertung des von uns untersuchten K6niginnen- 
futtersaftes* (Gelée royale des franzésischen Schrifttums) ergab an 
pharmakologischen Testobjekten (Katzenblutdruck, Blutegelriicken- 
muskel, Froschrectus, Diinndarm von Meerschweinchen und Albino- 
maus) beim Vergleich mit synthetischem Acetylcholin das gleiche 
Wirkungsverhiltnis; 1 g des Futtersaftes entsprach etwa 800 y Acetyl- 
cholin-chlorid. Diese hohe Wirksamkeit lie’ die Voraussetzungen zur 
Isolierung des hochaktiven aber wenig stabilen Naturstoffes als be- 


sonders giinstig erscheinen. 

Im Bienenhonig hat Pfeiffer! einen kreislaufwirksamen Stoff nachgewiesen, 
der auf Grund pharmakologischer Differenzierung*:* als Cholinester, wahrschein- 
lich Acetylcholin, angesprochen worden ist; seine Quelle ist? nicht in der von den 
Bienen eingetragenen Nahrung, sondern im Bienenkérper selbst zu suchen. Als 
Produktionsort konnten wir‘ die Kopf- (oder Pharyngeal-)Driisen der jungen 
Arbeiter-(Ammen-)Bienen ermitteln, die jene Futtersafte bereiten, die zur Aufzucht 
der Brut und zur Ernahrung der Kénigin dienen. 

Zur Identifizierung des Honigwirkstoffes hat man bisher folgende Kriterien 
herangezogen: gleichbleibendes Wirkungsverhiltnis beim Vergleich mit Acetyl- 
cholin an verschiedenen pharmakologischen Testobjekten, Aufhebung der cho- 
linergischen Effekte durch Hydrolyse mit starken Siuren und Laugen sowie durch 
Cholinesterase®»*, Nachweis einer Estergruppe mittels Ultrarot-Spektrophoto- 


* Fiir die Uberlassung des Materials danken wir der Firma H.Mack Nacht. 
in Illertissen (Bay.). 

1 Pfeiffer, zit. n. Schiller, Dtsch. Imkerfiihrer 1944, H. 10. 

2 W. Neumann, Mack-Festschrift, Ed. Cantor, 1950. 

3 W. Neumann u. E. Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 212, 163 [1950]; P. Marquardt u. G. Vogg, Arzneimittel- 
Forsch. 2, 153 [1952]. 

4 D. Henschler, Naturwissenschaften 41, 142 [1954]. 
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metrie®. Die Identitat mit Acetylcholin wurde insbesondere daraus gefolgert, daB 
beide von Cholinesterase mit gleicher Geschwindigkeit gespalten werden®; ge- 
sichert erschien sie durch Papierchromatographie’. 

Uberraschend zeigten die Papierchromatogramme eines _iiber 
Athanol- und Trichloressigsiurefillungen gewonnenen Auszuges aus 
unserem Futtersaft (vgl. Versuchsteil) zwei Flecken, die sich bei der 
Anfirbung wie Cholinester verhielten (Abb. 1, I u. II): eine mit Acetyl- 
cholin gleichlaufende Fraktion (Ry 0,47) und eine mit dem Ry-Wert 
des Butyrylcholins (0,70). Wahrend aber n-Butyrylcholin am Frosch- 
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Abb. 1. Papierchromatographie von Extrakten aus Kéniginnenfuttersaft, auf- 
steigend mit n-Butanol: Athanol: Eisessig: Wasser = 8:2:1:3 auf Papier 
Schleicher & Schiill, 2043b. — Extr. = Athanol-Trichloressigsiureextrakt, Rein 
= tiber die Reineckate gereinigte Basen; BuCh = n-Butyrylcholin-, ACh = Acetyl- 
cholin, Chol = Cholinchlorid. — I: Dipikrylaminfarbung; II: Hydroxylamin- 
FeCl,-Farbung; III u. IV: Wirkung von Chromatogrammstreifchen von 0,25 Rr 
Breite an Mausedarm bzw. Froschrectus; V: (analog ITI) Aufteilung einer Fraktion 
bei Rechromatographie (vgl. S. 36). Bei III— V oben zum Vergleich Wirkung von 
2y Acetylcholin. 
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rectus etwas stirker wirkt als Acetylcholin und andererseits am Miuse- 
darm selbst in hohen Dosen unwirksam ist, ergab sich fiir die papier- 
chromatographisch schneller laufende Komponente an diesen 
beiden Objekten das gleiche Wirkungsverhiltnis wie bei notorischem 
Acetylcholin; es konnte sich also keinesfalls um Butyrylcholin 
handeln. 

Nach Augustinsson und Grahn’ kénnen Cholinester bei der Chromato- 
graphie trichloressigsaure-haltiger Extrakte in zwei verschiedenen Flecken wandern, 
und Ahnliches ist auch bei Adrenalin®, Histamin® und Thyroxin!® beobachtet 
worden. Unser Extrakt war jedoch frei von papierchromatographisch nachweis- 
baren Trichloressigsiuremengen, und als wir synthetischem Acetyl- bzw. Butyryl- 


5 P. Marquardt u. G. Vogg, Arzneimittel-Forsch. 2, 205 [1952]. 

6 §. Goldschmidt, H. Burkert, E. Helmreich u. H. Gramss, Z. Natur- 
forsch. 7b, 365 [1952]; S. Goldschmidt u. H. Burkert, diese Z.301, 78 [1955]. 

* K. B. Augustinsson u. M. Grahn, Acta physiol. scand. 82, 174 [1954]. 

8 D.M. Shepherd u. G. B. West, Nature [London] 169, 797 [1952]. 

®° G. B. West u. J. F. Riley, ibid. 174, 882 [1954]. 

10 J.D. Acland, ibid. 176, 694 [1955]. 

3* 





36 D. Henschler, Bd. 305 (1956) 


cholin sowie unserem Extrakt Trichloressigsiure zusetzten, wanderte das von der 
Saure mitgeschleppte Acetylcholin deutlich schneller (Rr = 0,76) als die Extrakt. 
fraktion vom Rr-Wert 0,70. 

Als die schnellere Fraktion nach Elution unter gleichen Bedingungen 
rechromatographiert wurde, lief (vgl. Abb.1,V) ein Teil mit dem 
gleichen Ry 0,70, der Rest aber jetzt wie Acetylcholin mit Ry 0,47; 
bei Wiederholung der Rechromatographie blieb immer mehr im Bereich 
des Acetylcholins hingen. Wurden die im Extrakt enthaltenen Basen 
iiber eine Reineckatfallung (vgl. Versuchsteil) abgetrennt und dann im 
gleichen Lésungsmittelgemisch chromatographiert, so erzeugte Di. 
pikrylamin nur die Flecke des Cholins und Acetylcholins (Abb. 1, I), 
Hydroxylamin-Eisen(III)-chlorid-Reagens nur den des Acetylcholins 
(Abb. 1, II); die biologische Priifung am isolierten Darm und Frosch. 
rectus, die um Gré8enordnungen empfindlicher ist als der fiarberische 
Nachweis, verlief auf dem gesamten Chromatogramm mit Ausnahme 
der Stelle des Acetylcholins negativ (Abb. 1, III u. IV). 

Die Widerspriiche zwischen den bisher geschilderten Befunden 
kénnten entweder darauf beruhen, da8 ein Cholinester mit den pharma. 
kologischen Eigenschaften des Acetylcholins und dem _ chromato. 
graphischen Verhalten des Butyrylcholins bei der Isolierung der Basen 
iiber die Reineckate verloren gezangen wiire, oder daB bei der wieder. 
holten Rechromatographie der schneller laufenden Fraktion im essig- 
sauren Lésungsmittelgemisch eine teilweise Umesterung eines unbe- 
kannten Esters in Acetylcholin erfolgt wire; schlieBlich kénnte auch 
Acetylcholin in der schneller laufenden Fraktion in einer unbekannten 
chemischen Bindung vorliezen oder zum Teil durch eine begleitende 
Substanz verschleppt worden sein. 

Bei Versuchen zur Klairung dieser Zusammenhinge fanden wir, 
daB sich Cholinester papierelektrophoretisch bei héheren Spannungen 
iiber lingere Laufstrecken gut auftrennen lassen (Abb. 2a; vgl. Ver- 
suchsteil). Sowohl der Athanol-Trichloressigsiureextrakt (Abb. 2b) als 
auch die iiber die Reineckate abgetrennten Basen (Abb. 2c) ergaben 
dabei neben der Bande des Cholins nur eine Zone mit pharmakologischer 
Wirksamkeit; sie lief identisch mit Acetylcholin. Die papierchromato- 
graphisch schneller gelaufene Fraktion (Ry 0,70) des Athanol-Tri- 
chloressigsiureextraktes verhielt sich nach Elution (mit Salzsiure 
vom px 4 in der Kialte) ganz analog (Abb. 2, d); um sie eindeutig 
als Acetylcholin zu kennzeichnen, suchten wir ihre Siurekomponente 
zu identifizieren. Dabei erwiesen sich die bisher iiblichen Verfahren zur 
papierchromatographischen Differenzierung fliichtiger Fettsiuren als 
ungeeignet. Das Arbeiten mit Alkalisalzen'!! und die Sichtbarmachung 
mit Farbindikatoren ist fiir die hier vorliegenden Verhiltnisse zu un- 
empfindlich, die Trennung der Hydroxamate?? wird durch begleitende 
Elektrolyte und andere Verunreinigungen zu stark beeintrachtigt. 


11 R. L. Reid u. M. Lederer, Biochem. J. 50, 60 [1952]. 
12K. Fink u. R.M. Fink, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 70, 654 [1949]. 
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Als ein sehr em pfindlicher Nachweisfiirniedere Fettsauren, 
wie wir ihn auch fiir ahnliche Untersuchungen in anderem Zusammen- 
hang'? benédtigten, erwies sich die Chromatographie der blau- 


cm 





: a) c) a) 


Abb. 2. Elektrophoretische Auftrennung von Cholinestern (zu S. 36). 20 V/cm. 
Elektrodenabstand 56 cm, Laufzeit 160 min, Dipikrylaminfarbung. — a) Chloride 
von Cholin (Ch), Acetyl-(ACh), Propionyl-(PrCh) und n-Butyrylcholin (BuCh). — 
b) Athanol-Trichloressigsiureextrakt aus K6niginnenfuttersaft. — c) Uber die 
Reineckate gereinigte Extraktbasen. — d) Aus dem Chromatogramm eluierte 
Extraktfraktion von Rr=0,70 (vgl. Abb. J, I u. II). 


ESSERE Semen eee eee Owe 


fe 
bk ie : , 
a2 4 5 6 7 891011 121, 14 15 16 
a) b) 
Abb. 3a) u. b). Papierchromatographische Auftrennung von Carbonsauren als 
Hydroxamat-Fe(III)-Komplexe (vgl. 8. 39). — 2: Ameisen-; 3: Essig-; 4: Propion-; 
5: n-Buttersiiure; 6: n-Valeriansiure aus tecbnischem Valeriansdure-athylester; 
7: Capronsaure; 1, 8 u. 16: Gemische der Sauren C,--C,; 9, 10 u. 11: Essigséure aus 
10,0 bzw. 1,0 u. 0,25 » Acetylcholin; 12 u. 14: Séuren aus den elektrophoretisch 
gereinigten Eluaten der papierchromatographischen Fraktionen (vgl. Abb. 1, I u. 
II) aus Athanol-Trichloressigsiure-Extrakt von Kéniginnenfuttersaft; 13 u. 15: 
Mischungen von 12 bzw. 14 mit Essigsaure. 


violetten Eisen(III)-Komplexe der entsprechenden Hydroxam- 
siuren. Die Trennschiarfe war unerwartet gut, noch 0,002 “Mol waren 
nachweisbar, der Farbkomplex aus 3-10-5 Mol Acetylcholin wanderte 


13D. Henschler, diese Z., im Druck. 
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noch einheitlich. Da die Komplexe nur in stark salzsaurer Lésung bei 
UberschuB von FeCl, bestandig sind, wird zur Vermeidung einer Disso. 
ziation bei der chromatographischen Wanderung das Papier zuvor mit 
FeCl, getrankt (vgl. Versuchsteil). 

Als die beiden Cholinester-Fraktionen der Papierchromatogramme 
eluiert und in die Hydroxamat-FeCl,-Komplexe iibergefiihrt wurden, 
verhielten sich diese in Einzel- und Mischchromatogrammen eindeutig 
und ausschlieBlich wie solche von Essigsiure (Abb. 3b). 

Dariiber hinaus wurden zur weiteren Identifizierung der vor. 
liegenden Siureanteile die Eluate aus Pherogrammen von gréBeren An. 
sitzen geteilt und jeweils mit Reineckesalz und Goldchloridchlor. 
wasserstoffsiure in kleinem Volumen prazipitiert. Nach Umkristallisieren 
schmolzen die Reineckate im Mikroschmelzpunktsapparat nach K ofler 
bei 164° bzw. 165,5° (Reineckat von synthet. Acetylcholin: 165,5—166%), 
die Chloraurate bei 153,5° bzw. 154° ne von synthet. Acetyl- 
cholin: 155 5—156°). 

Demnach ist im Bienenfuttersaft nur ein Cholinester nachweisbar, 
Acetylcholin. 


Beschreibung der Versuche 


1. Extraktion von Kéniginnenfuttersaft: 2g des Materials wurden 
mit 1 ml aqua dest. verriihrt, mit 7 m/ absol. Alkohols versetzt und 4 Stdn. bei 0° 
stehen gelassen. Nach Zentrifugieren bei 0° und 2maligem Nachwaschen auf der 
Zentrifuge mit je 5 ml 70-proz. Athanols wurde im Vak. bei 25° eingeengt und 


iiber P,O, getrocknet. Der mit 2 m/ verd. HCl (py 4) aufgenommene, schmiecrige 
Riickstand wurde mit 6 ml 10-proz. Trichloressigsiure versetzt. Nach mehrstdg. 
Stehen im Eisschrank wurde filtriert, der Riickstand 3mal mit je 5 ml 7,5-proz. 
Trichloressigsiure nachgewaschen, das Filtrat bis py 5,5 ausgeathert und im Vak. 
bei 25° auf 0,2 mi eingeengt. Der goldgelbe Extrakt von firnisartiger Konsistenz 
entsprach bei der Testung am isolierten Mausediinndarm, der bekanntlich auf 
Histamin nicht anspricht, etwa 1,4 mg Acetylcholinchlorid. 

2. Papierchromatographie des Extraktes: Als Lésungsmittel diente 
nach Augustinsson und Grahn™ n-Butanol: Athanol: Eisessig: Wasser 
= 8:2:1:3. Chromatographiert wurde aufsteigend auf Schleicher & Schiill-Papier 
2043b, angefarbt. mit Dipikrylaminlésung (0,2 g des Magnesiumsalzes in 50 ml 
Wasser und 50 ml Aceton*) und mit der Hydroxamsiuremethode nach Whittaker 
und Wijesundera"® (Bespriihen mit alkalischer Hydroxylaminlésung in Alkohol, 
danach mit FeCl, in salzsaurem Ather). 

3. Abtrennung der Basen iiber die Reineckate: 0,1 ml Athanol- 
Trichloressigsiureextrakt wurde mit dem 4fachen Volumen kalt gesattigter 
Ammoniumreineckatlésung versetzt. Der dicke Niederschlag verblieb 12 Stdn. im 
Kisschrank und wurde anschlieBend bei 0° abzentrifugiert, mit eiskaltem Wasser, 
Ather und Alkohol auf der Zentrifuge gewaschen und iiber P,O, getrocknet, danach 
in 5 ml 50-proz. Aceton-Wasser aufgenommen und entsprechend dem Vorgehen von 
Kapfhammer und Bischoff” mit Ag,SO, zersetzt. Nach Abzentrifugieren des 
Silberreineckates wurde das iiberschiissige Silbersulfat mit BaCl, gefallt, nach Ab- 
zentrifugieren der Fallung das iiberschiissige Ba” mit Na,SO,; das Filtrat 


4 K. B. Augustinsson u. M. Grahn, Acta chem. scand. 7, 906 [1953]. 
16 G. Malyoth u. H. Stein, Biochem. Z. 322, 165 [1951]. 

16 V. P. Whittaker u. S. Wijesundera, Biochem. J. 51, 348 [1952]. 
17 J. Kapfhammer u. C. Bischoff, diese Z. 191, 179 [1930]. 
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wurde im Vak. auf 4 ml eingeengt. 0,1 ml diente zur Testung am Mausedarm, die 
gesamte Lésung enthielt danach etwa 550 y Acetylcholinchlorid. 

4, Elektrophoretische Auftrennung von Cholinestern: Die Appa- 
ratur ahnelte der von Mich1!* angegebenen; die nutzbare Laufstrecke betrug bis 
zu 50cm, die Spannung 20 V/cm, gekihlt wurde mit Toluol; zwei Aggregate 
parallel laufender Kiihlschlangen, die neben dem Elektrophoresestreifen angeordnet 
waren und mit Leitungswasser durchstrémt wurden, hielten das Bad auf etwa 15°. 
Das puffergetrankte Papier (Schleicher & Schiill 2043b) wurde zwischen Gummi- 
walzen soweit abgepreBt, daB das Puffergewicht etwa das 114-fache des Papier- 
gewichtes ausmachte. Als Puffer bewahrten sich, wenn es auf Identifizierung der 
Ester durch Behandlung des Papiers mit Dipikrylamin ankam, Lésungen von 
Ammoniumacetat-Eisessig, bei mikropraparativem Arbeiten mit Elution der auf- 
getrennten Substanzen Triithylammonium-Eisessig’® (beide eingestellt auf 
pa 4,6, Ionenstarke 0,03). Der Triathylammoniumpuffer bietet den Vorteil, da8 
man eluierte Substanzen nach Trocknung im Vak. elektrolytfrei erhalt. — Aus 
einem Gemisch konnten einwandfrei getrennt werden: Chelin, Acetyl-, Propionyl-, 
Butyryl-, Isovaleroyl-, Acetylthio-, Benzoyl- und Carbaminoylcholin. Formyl- 
cholin lauft mit Cholin, n-Butyrylchoiin mit der entsprechenden Isoverbindung 
identisch. 

5. Papierchromatographische Identifizierung der Saurekomponen- 
ten von Cholinestern: Aus den zu untersuchenden Estern werden entsprechend 
dem Vorgehen von Hestrin”® in alkal. Hydroxylaminlésung (1 Vol. Esterlésung 
m 1 Vol. einer Mischung 1:1 von 0,35-n. NaOH und 0,2-m. NH,OH-HCI) die 
Hydroxamate dargestellt und nach Sauerung mit Salzsaéure (1 Vol. 3,5-n. HCl) 
durch Zugabe von FeCl, (1 Vol. 0,37-m. FeCl,-6H,O in 0,1-n. HCl) in die blau- 
violetten Komplexe iibergefiihrt. Bei Vorliegen von nur wenigen y eines Cholin- 
esters arbeitet man in méglichst kleinem Volumen (0,005 ml Esterlésung) und tragt 
die gefarbten Lésungen auf Schleicher & Schiill-Papier 2043b auf, das zuvor durch 
eine Lésung von FeC), in salzsaurem Ather (6,5 g FeCl,-6 H,O, 12 ml HCl d=1,186 
500 ml Ather) gezogen wurde. Chromatographiert wird aufsteigend, bei Kom- 
plexen niedriger Fettsauren (C,—C,) in n-Butanol : n-Propanol: Wasser = 20:7: 3 
(n-HCl, im Gemisch 0,2-m. FeCl,) (Abb. 3a); bei geeigneter Anderung des Wasser- 
gehaltes sind auch die héheren Glieder der Fettsaurereihe sowie der Hydroxy-, 
Keto- und Dicarbonsauren gut zu trennen. Carbaminsaure gibt die Farbreaktion 
nicht. 


Diskussion 


Die Elektrophorese von Cholinestern wurde bereits von Chefurka 
und Smallman#! studiert, doch sind die von diesen Autoren benutzten 
niedrigen Spannungen nach unseren Erfahrungen ungeeignet, da sich 
damit Acetylcholin von den homologen Estern nicht abtrennen laBt. 
Unser Verfahren bietet vor allem zwei Vorteile: bei Verwendung ent- 
sprechend langer Laufstrecken und hoher Spannungen lassen sich die 
bekannten Ester des Cholins sicher identifizieren ; daneben hat man beim 
Arbeiten mit geeigneten fliichtigen Puffern die Méglichkeit, bei kom- 
binierter Anwendung von Papierchromatographie und Elektrophorese 
die Basen aus Extrakten weitgehend — und in unserem Falle véllig — 
frei von Begleitstoffen zu gewinnen. Obgleich die papierelektrophoretisch 
auftrennbaren Stoffmengen begrenzt sind, erhailt man doch elektrolyt- 


18M. Michi, Mh. Chem. 82, 489 [1951]; 88, 737 [1952]. 

19 J. Porath, Nature [London] 175, 478 [1955]. 

*0 §. Hestrin, J. biol. Chemistry 180, 249 [1949]. 

21 W. Chefurka u. B.N.Smallman, Nature [London] 175, 946 [19551. 
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freie Eluate im Gegensatz zu den fiir die Trennung von Cholinestem 
angegebenen Verfahren an Ionenaustauschersiulen®?; ein Vorteil, der 
dem Untersucher bei der Bearbeitung so labiler Substanzen zustatten 
kommt. 

Das merkwiirdige chromatographische Verhalten des Acetylcholins 
aus dem Athanol-Trichloressigsiureextrakt von K6niginnenfuttersaft 
ist bislang nicht bindend zu deuten. Es ist bekannt, daB manche chemi. 
schen Individuen bei Gegenwart von Elektrolyten in mehreren Flecken 
wandern kénnen. Eine Analogie hierzu hat fiir unseren Fall mehr fiir 
sich als die Annahme, das Acetylcholin liege in der schnelleren Fraktion 
in chemischer Bindung vor; diese hypothetische Bindung miifte dani 
bei der Elektrophorese zerstért werden, da der Ester im Pherogramm 
einheitlich wandert. 

Wiahrend sonst in biologischem Material, auch im Honig, regelmiifig 
wesentlich mehr Cholin als Acetylcholin gefunden wird, enthalt Bienen. 
futtersaft bemerkenswerterweise etwa gleich viel Cholin neben dem 
Ester. Dafiir spricht nicht nur die gleiche Farbeintensitit der ent- 
sprechenden Areale auf Chromatogrammen und Pherogrammen; friihere 
Versuche* zeigten iiberdies, daB durch Acetylierung die pharmakolo- 
gische Wirksamkeit von Futtersaft nur etwa auf das Doppelte ansteigt. 
Die hohe Kochstabilitét von Acetylcholin in diesem Material* kann dem. 
nach nicht wie beim Honig mit einer Schutzwirkung von iiberschiissigem 
Cholin®* erklart werden. 

In Extrakten aus Bienenképfen haben Augustinsson und Grahn’ 
einen hohen Acetylcholingehalt gefunden und das Zentralnerven- 
system der Biene als Quelle des Wirkstoffes angesehen. Die Substanz 
diirfte aber — zumindest zum weit iiberwiegenden Teil — den Futter- 
saftdriisen der Arbeiterbienen entstammen, die bei Aufarbeitung der 
K6pfe mit erfaBt werden. Andererseits sind nach den genannten Autoren 
neben Acetylcholin in diesen Extrakten noch zwei andere, papier- 
chromatographisch abtrennbare Cholinester von bislang unbekannter 
Konstitution enthalten, die in dem uns zur Verfiigung stehenden 
K6niginnenfuttersaft mit dem gleichen Trennverfahren nicht nachweisbar 
waren; sie stehen vielleicht mit dem Insekten-Nervensystem in Be- 
ziehung; doch kénnen hier erst weitere Untersuchungen Klarheit 
bringen. Die cholinergische Substanz im Kopf der Stubenfliege glauben 
Chefurka und Smallman” als Acetylcholin identifiziert zu haben. 

Die biologische Bedeutung des gefundenen hohen Acetylcholin- 
Gehaltes von rund 0,1% in einem Material, das der Aufzucht des sich 
schnell entwickelnden Bienennachwuchses und der Ernihrung der 
KG6nigin dient, die bekanntlich durch die Eierproduktion eine immense 
Stoffwechselleistung vollbringt, ist noch unklar. Interessant ist in diesem 


22 C.W. Sheppard, W. E.Cohn u. P.J. Mathias, Arch. Biochem. Bio- 
physicr 47, 475 [1953]; J. E. Gardiner u. V. P. Whittaker, Biochem. J. 58, 24 
[1954]. 
23 P. Marquardt u. G. Vogg, Biochem. Z. 328, 309 [1952]. 
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Zusammenhang, da die Bienen-Futtersifte auch einen ungewéhnlich 
hohen Gehalt an Pantothensaure aufweisen**, der Kaplan und Lip- 
mann? veranlaBt hat, Kéniginnenfuttersaft auf das Vorkommen von 
Coenzym A zu untersuchen; ihre Versuche am Modell der Sulfanilamid- 
acetylierung sind jedoch negativ verlaufen. 


Zusammenfassung 


Beim Versuch der papierchromatographischen Identifizierung einer 
in Bienenfuttersiften aufgefundenen cholinergischen Substanz lieferten 
Athanol-Trichloressigsiureextrakte zwei Fraktionen, die sich pharma- 
kologisch und chemisch wie Acetylcholin verhielten. Zur Klirung der 
Identitaét wurde ein Verfahren ausgearbeitet, das eine sichere Differen- 
zierung homologer Ester des Cholins gestattet. Die Extrakte werden 
mittels Hochspannungselektrophorese aufgetrennt, die wirksamen Frak- 
tionen eluiert; zur Charakterisierung ihrer Siurekomponenten werden 
die aus den Estern hergestellten Hydroxamate als Eisentrichlorid-Farb- 
komplexe in einem besonderen Lésungsmittelsystem chromatographiert. 
Die in 2:10-® Mol eines Cholinesters enthaltene Saure ist noch sicher zu 
erkennen. 

Mit dieser Methode konnte nachgewiesen werden, daB es sich bei 
den beiden papierchromatographischen Fraktionen aus Bienenfuttersaft 
um Acetylcholin handelt. 


Summary 


Ethanol-trichloroacetic acid extracts obtained in the paper chromato- 
graphic examination of a cholinergic substance found in the royal jelly 
of the bee yielded two fractions which had the same pharmacological 
and chemical properties as acetylcholine. In order to identify the frac- 
tions a reliable method has been developed for dist’nguishing between 
homologous esters of choline. The extracts are separated by means of 
high-voltage electrophoresis and the active fractions eluated. In order to 
characterize the acid components, the hydroxamates obtained from the 
esters are then chromatographed in the form of coloured ferric chloride 
complexes in a special solvent system. The acid contained in as little as 
2x10-® mol. of a choline ester can be detected with certainty. The 
experiments showed that both the fractions obtained by means of paper 
chromatography from royal jelly are acetylcholine. 

*4 P. B. Pearson u. C.J. Burgin, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 415 [1941]; 


G. Kitzes, H. A. Schuette u. C. A. Elvehjem, J. Nutrit. 26, 241 [1943]. 
* N. O. Kaplan u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 [1948]. 
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Uber das Vorkommen neuraminsdurehaltiger Glykoproteide 
in Koérperfliissigkeiten 


Von 
P. Béhm und L. Baumeister 
Aus der Medizinischen Universitatsklinik Bonn, Direktor: Professor Dr. P. Martini 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mirz 1956) 


Die Neuraminsaéure, eine kohlenhydratahnliche Substanz der Forme 
C,9H,,0,N, wurde erstmalig 1941 von Klenk! in Form ihrer stabilen Methoxyl 
Verbindung aus Gangliosiden isoliert. Ihre Konstitution konnte bis heute noch 
nicht vollstandig aufgeklart werden. Neben einer sauren und einer Amino-Gruppe 
besitzt sie noch eine Carbonylgruppe und ist sehr reaktionsfaihig. Die Neuramin. 
siure ist auBerst empfindlich und zersetzt sich leicht zu schwarzen Huminsub. 
stanzen. Die farblosen Kristalle der Methoxy]-Verbindung verkohlen bei 200° ohne 
zu schmelzen. In Wasser ist die Saure leicht, in Methanol schwer léslich, in Athanol 
und Ather unlislich. [x]: —54,91° (in Wasser). Mit dem Bialschen Orcinreagens 
gibt Neuraminséure eine violette Farbe. Mittels dieser charakteristischen Farb. 
reaktion 1aBt sich Neuraminsaiure sehr gut quantitativ bestimmen?*. Sie eignet 
sich auch gut zum Nachweis auf Papierchromatogrammen‘. 

Wiahrend die Neuraminsaure zunachst nur als charakteristischer Bestandteil 
von Lipoiden, nimlich der Ganglioside, angesehen wurde, gelang Klenk und 
Lauenstein® im Jahre 1952, angeregt durch die Arbeiten von Blix und Mit. 
arbb.°, die Isolierung der Methoxy-neuraminsiure auch aus Glykoproteiden, und 
zwar aus Submaxillarismucin und Harnmucin. Der Neuraminséure-Gehalt des 
Harnmucins ist biologisch von besonderer Bedeutung, da Klenk, Faillard und 
Lempfrid’ vor kurzem zeigen konnten, daf Acetyl-neuraminsaure als Receptor- 
substanz des Grippe-B-Virus bei der Himagglutinationshemmung anzusehen ist. 
Die Autoren lieBen eine Aufschwemmung von konzentriertem Virus bei 37° auf 
eine Harnmucinlésung, die starke himagglutinationshemmende Eigenschaften 
hatte, einwirken, wobei Acetyl-neuraminsaéure abgespalten wurde. Die Substan 
konnte isoliert und identifiziert werden. 

Wie wir? vor kurzem mitteilen konnten, kommt Neuraminsaure im 
Blutserum des Menschen vor. Mit Hilfe der Bialschen Reaktion lieB sich 
eine einfache kolorimetrische Bestimmung der Neuraminsaure im Serum 
entwickeln. Sie findet sich in betrichtlicher Menge (40—65 mg%) im 


Serum gesunder Versuchspersonen. Unsere Befunde wurden inzwischen 


1 E. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]. 

2 E. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 

3 P. Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 82, 289 [1954]. 

4 P. Bbhm u. L. Baumeister, diese Z. 300, 153 [19551]. 

5 EK. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 

6 G. Blix, diese Z. 240, 43 [1936]; G. Blix, L.Svennerholm u. I. Werner, 
Acta chem. scand. 4, 717 [1950]; 6, 358 [1952]. 

7 E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 801, 235 [1955]. 
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durch die Arbeiten von Chatagnon und Chatagnon® bestatigt. In 
pathologischen Seren fanden wir® z.T. deutliche Erhéhungen des 
Neuraminsaéurespiegels, so bei Pneumonien, Lungenembolien, exsu- 
dativen Lungentuberkulosen, Carcinomen, Lymphogranulomatosen, 
Thrombophlebitiden usw. Bei Lebercirrhosen lagen die Neuraminsaure- 
werte an der untersten Grenze der Norm. Erhebliche Erniedrigungen 
wurden von uns im Nabelschnurblut und bei Saéuglingen gefunden?®. 
Weiterhin gelang uns die Isolierung kristallisierter, analysenreiner 
Methoxy-neuraminsaéure aus menschlichem Serum*!. Die Neuramin- 
siure ist im Serum nach unseren Untersuchungen nicht an Lipoide, 
sondern an Eiwei8 gebunden. In Glykoproteiden, die wir nach Winzler 
und Mitarbb.!? darstellten, fanden wir! 8° Neuraminsiéure. Freie 
Neuraminséure im Serum konnten wir nicht feststellen. 

Wir berichteten schon vor kurzem® iiber den Neuraminsiure- 
Anteil der einzelnen elektrophoretisch getrennten EiweiBfraktionen. Der 
Hauptanteil der Neuraminsiure fand sich in den «-Globulinen. In neuer- 
lichen Untersuchungen fanden wir folgenden Neuraminsaure-Gehalt in 
den einzelnen EiweiSfraktionen einer gesunden Versuchsperson : 


Tab. 1. Neuraminsaure-Gehalt 
der elektrophoretisch gewonnenen SerumeiweiBfraktionen. 





— i 3 O,- Xe- x y- 
EiweiBfraktionen Albumin | Gobulin | Globulin | Globulin | Globulin 





¥ des GesamteiweiBes. . | 55,6 6,0 10,6 10,6 17,2 


g Protein in 100 ccm Se- 
rum (GesamteiweiB = 7% ) 3,89 0,420 ‘0,742 0,742 1,203 


Neuraminsaure-Gehalt der 
Eiwei8fraktionen in % . 0* 2,29 2,08 0,275 
Neuraminsaure-Gehalt der 


EiweiBfraktionen in mg 
in 100 ccm Serum. . . 0 9,63 15,43 7,27 3,31 


% der im Serum vorhande- 
nen Neuraminsaure. . . 0 27,0 43,3 20,4 9,4 


* 8.47 mg Albumin ergaben E(d = 10 mm) = 0,040, was 0,1% Neuraminsadure entsprechen 
wiirde; die Farbe war jedoch griinlich und deshalb uncharakteristisch. 

















Uzmann und Rosen" untersuchten vor kurzem ebenfalls die 
Verteilung der Neuraminsaéure auf die einzelnen Eiweiffraktionen. Sie 


8 C. Chatagnon u. P. Chatagnon, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 148, 
1226 [1954]. 

® P. Bohm u. St. Dauber, Vortrag auf der 60. Tagg. der Ges. fiir Inn. Med. 
(Miinchen) vom 25.—29. April 1954. 

10 P, B6hm u. A. Diix, unveréffentlicht. 

1 P, B6hm u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 82, 611 [1954]. 

12H. E. Weimer, J. W. Mehl u. R.J. Winzler, J. biol. Chemistry 185, 
561 [1950). 

18 P, Bohm, Vortrag 7.Tagg. der Dtsch. Ges. fiir Physiol. Chem. (Kiel) vom 
20.— 22. September 1954. 

14 TL. Uzman u. H. Rosen, Science [Washington] 120, 1031 [1954]. 
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fanden auch die Hauptmenge der Neuraminsaure in den «,-Globulinen, E 
Obwohl sie auch im a,- und im /-Globulin betrachtliche Mengen ap 
Neuraminsaure fanden, vermuten die Autoren, daB die Neuraminsiaur 
nur an @,-Globuline gebunden ist; sie diskutieren die Méglichkeit, daf 
die von ihnen im «,- und £-Globulin gefundene Neuraminsaure infolg 
unvollstandiger elektrophoretischer Trennung als Verunreinigung ays 
der «,-Globulin-Fraktion anzusehen sei. Nach unseren Untersuchungen 
enthalten jedoch sicher alle Globulin-Fraktionen Neuraminsaure; zudem 
entstammt die EiweiB-Fraktion mit dem hédchsten Neuraminsiiure. 
Gehalt It. Tab. 2 den «,-Globulinen; das «,-niedermolekulare Siure. 
protein enthalt bis 9,14°,, Neuraminsiaure. Es erreicht damit fast da 
gleichen Neuraminsaure-Gehalt, wie er von Klenk und Lauenstein‘ 
im Harnmucin und Submaxillarismucin gefunden wurde. 

Neben den SerumeiweiBfraktionen enthalt aber auch Fibrin Neur. 
aminsaure. Wir! fanden bei gesunden Versuchspersonen einen Neur. 
aminsaure-Gehalt des Fibrins von 0,53 bis 0,72%,*. Liebenswiirdiger. 


Tab. 2. Neuraminsaiure-Gehalt und Hexosen-Gehalt von Plasmaproteinen. 
(Reinheitsgrad iiber 95%) 





% Hexosen °/ Neuraminsiure 
0 £0 
eigene eigene 


Schultze | Untersu- | Schultze | Untersu- 


Proteinkomponente 
1 chungen chungen 





Albumin. ... ca 0,05 0 
x,-niedermol. Siniepittdin . oe 17,0 ; ; 8,50 


«,-niedermol. Saureprotein site 
9,14 


«,-niedermol. Saureprotein in. Rind) ’ 5 : 8,35 
«,-Glykoprotein (3,5) 3, § 5,6 7 3,25 
«,-Glykoproteinfraktion (4,8 + 10,0) . 3, 5, 3,37 
a,-Coeruloplasmin iene 
enth. 8,59 NaCl). ..... ; 3, 2, 1,92 
X2~ Alyhupetnininktion (6,0 + 14, 2) . 92 ; 3, 2,59 
a9-Glykoprotein (19.4)... ... . 1,7 3,8 3.2 1,82 
B,-metallbind. Globulin ...... ,f ; s§ 0,85 
y-Globulin 3h 9 ; se 0,28 
Rinderfibrinogen (97% rein; 
Trockensubstanz enth. 3°, NaCl). . ¥§ 0,45 
Thrombinum purum ** ee 5,2 
Faktor VII (Convertin)** .... . | ay 


* Nach persénlicher Mitteilung von Prof. Dr. H. E. Schultze gegeniibker dem 1. c.* angege- 


benen Wert korrigiert. 
** Kiufliches Produkt der Behring-Werke, Marburg; Reinheitsgrad unbekannt 














15 P. Bohm u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 38, 712 [1955]. 

* Die seinerzeit mitgeteilten Werte (0,64—0,89%) sind hier korrigiert, da 
nachtraglich festgestellt wurde, da8 die fiir diese Messungen zutreffende Eichkurve 
héher lag (s. Anmerkung in der Methodik). 
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weise wurden uns vor kurzem von Herrn Professor H. E. Schultze!® 
(Behring-Werke, Marburg) EiweiBfraktionen zur Untersuchung zur 
Verfiigung gestellt, die einen Reinheitsgrad von tiber 95°, besitzen. Es 
zeigte sich, daB reinstes Albumin nicht sicher Neuraminséure enthilt. 
Dagegen wurde in allen von uns untersuchten sonstigen Fraktionen 
Neuraminsaéure z. T. in betrachtlicher Menge gefunden (s. Tab. 2). In 
diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB Klenk und Fail- 
lard’? auch im Amyloid Neuraminsiure nachweisen und daraus iso- 
lieren konnten. 

Bei der Untersuchung des Serums mehrerer Tierarten fanden wir!® 
ebenfalls betrachtliche Mengen an Neuraminséure; Tab. 3 gibt einen 
Uberblick iiber unsere Untersuchungen. 


Tab. 3. Neuraminsaure-Gehalt des Serums verschiedener Tiere. 





. : tiefster ge- | héchster ge- 
Anzahl | Mittelwert | fund. Wert | fund. Wert 


Tierart : 
der Tiere F , ’ ; ; 
inmg% inmg% inmg% 





43,1 42,8 44,0 
44,3 35,1 51,7 
45,8 30,3 48,9 
50,2 40,8 61,0 
53,3 52,5 54,1 
54,2 37,6 61,4 
54,3 48,1 65,9 
55,6 51,7 61,4 
56,2 51,3 59,8 
57,3 45,7 64,2 
58,6 46,9 67,1 
68,8 53,3 84,5 
74,0 66,7 77,6 
86,8 77,2 98,6 
94,5 84,5 105,1 


Junge Tauben. . . . 
Kaninchen 

Frésche. . . 

Fische ; 

Alte Tauben. 


— 
Oo em OO 


Meerschweinchen. . . 
Hiihner . 


RPAOWW AMI Wtrot 


— _ 
oo-:3l 














Im Hamoglobin konnten wir nur Spuren von Neuraminsaure 
finden. Der Nachweis gestaltete sich schwierig, da die rote Farbe des 
Hamoglobins die Bialsche Reaktion unméglich machte. Mittels Spaltung 
und papierchromatographischen Nachweises* fanden wir im Hamo- 
globin nur 0,002°%, Neuraminséure. Die gefundene Menge ist jedoch so 
gering, daB sie nicht sicher dem Hamoglobin zugesprochen werden kann. 

In Ergiissen konnten wir immer, wenn auch in wechselnden Mengen, 
Neuraminsiure nachweisen. Eine Ubersicht iiber einige Ergebnisse 
findet sich in Tab. 4. 

Uber das Vorkommen von Neuraminséure im Harn berichteten 
erstmals Klenk und Lauenstein‘; sie isolierten Methoxy-neuramin- 


16H. E. Schultze, I. Géllner, K. Heide, M.Schénenberger u. G. 
Schwick, Z. Naturforsch. 106, 463 [1955]. 
” KE. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 299, 191 [1955]. 
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Tab. 4. Neuraminsiure-Gehalt in Ergiissen. 





Blut Pleurapunktat Ascites 





Neur- Neur- Neur- 
: : Hexo- : Hexo- : Hexo- 
Diagnose | amin- amin- amin- 


* sen < sen : sen 
saure saure saure 

mg% | mg% | mg% | mg% | mg% | mg% 
.| Nephrose 79 165 2,8 
.| Dekom- 
pens. Mi- 
tralvitium 
.| Abdom. 
Tumor 
Pleuritis 
exsudat. 
.| Makroglo- 
bulinamie : ErguB- 
hamorrh, 





Lungen- 
embolie j ErguB- 
hamorrh. 
.| Leber- 
cirrhose 2 : Farbreak. 
tion im 
Ascites 
griinlich. 
.| Leber- violett 
cirrhose é 
Biliire 
Cirrhose, 
Diabetes 
mellitus 68 125 104 
Leber- 
cirrhose( ?) 70 220 60 113 chylés. 



































siure aus Harnmucin. C. Chatagnon und P.Chatagnon!® be. 
schrieben einen erhéhten Neuraminsiure-Gehalt im Harn bei Protein- 
urien. Wir kénnen ihre Befunde bestitigen. Wahrend sich im Normal. 
harn durch unsere Methode keine Neuraminsiure nachweisen lieB, ist 
der Gehalt an Neuraminsiure in pathologischen Fallen oft betrachtlich. 
Hierfiir geben wir folgende Beispiele (Tab. 5). 

Im Liquor fanden wir bei gesunden Versuchspersonen nur einen 
ganz geringen Neuraminsadure-Gehalt. Bei Erkrankungen vor allem 
entziindlicher Art erhielten wir dagegen sehr erhebliche Steigerungen, 
wie aus Tab. 6 zu ersehen ist. Chatagnon und Chatagnon!?® berichten 


18 C. Chatagnon u. P. Chatagnon, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 148, 
1765 [1954]; Ann. Biol. Clinique No. 1—2 [1955]. 
19 C.Chatagnon u. P. Chatagnon, La Presse Médicale 68, 1194 [1955]. 
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Tab. 5. Neuraminsaure-Gehalt im HarneiweiB. 





An EiweiB 
Tages- gebundene 





. Esbach 
Diagnose menge Neur- 


aminsaure 
incem | in°%/o) | inmg% | inmg% 


Hexosen 





Subakute Glomerulo- 
nephritis 550 1,5 

Dekomp. Hypertonie, 
Cystopyelitis, Diabetes 
mellitus 


Schrumpfniere 


Schwangerschaftsnephro- 
pathie, Diabetes mellitus 


Nephrose 


Amyloidose, dekomp. Cor 
pulmonale, Cystenlunge 


Schwere dekomp. Hyper- 











Tab. 6. Neuraminséure-Gehalt im Liquor. 





Blut Liquor 





P 0/ o/ 0, 0. 
Diagnose mg% |mg%| mg% | mg%| Datum 
Neur- |Hexo-} Neur- | Hexo- 
aminsaure}] sen |aminsdure] sen 





frische Meningokokken- 
66 255 


abheilende Meningo- 
kokken-Meningitis . 43 109 


frische tuberkulése 
Meningitis 


; Zustand nach Tbe- 
otein- Meningitis 

rmal- , Zustand nach Tbe- 

B, ist Meningitis 

itlich. . | Querschnittsmyelitis . 
idiopathische Polyneu- 
einen 
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ebenfalls iiber den Neuraminsiure-Gehalt des Liquors, ohne jedoch die 
gefundenen Werte mitzuteilen. 

Weiterhin wurde das Vorkommen von Neuraminsiaure auch in der 
Milch festgestellt. Aus Frauenmilch konnten Hoover, Braun und 
Gyoérgy”® aus einer Mucopolysaccharidfraktion des Wachstumsfaktors 
fir Lactobacillus bifidus var. Penn Methoxy-neuraminsaure isolieren, 
Spiater gelang Zilliken, Braun und Gyérgy*! auch die Isolierung der 
Acetyl-neuraminsaure (sie nannten die Substanz Gynaminic acid). K uhn, 
Brossmer und Schulz” fanden ferner im Kuh-Colostrum eine von 
ihnen Lactaminséure genannte Substanz, die zumindest mit der Neur. 
aminséure sehr nahe verwandt —- médglicherweise identisch — ist. Wir 
haben uns im Rahmen unserer Untersuchungen auch fiir den Neuramin. 
siure-Gehalt der Kuhmilch und Frauenmilch interessiert. Unsere Er. 
gebnisse sind in der Tab. 7 zusammengestellt. 


Tab. 7. Neuraminsaiure-Gehalt der Milch in mg%. 





ensesieithite 33,8 51,9 65,9 67,9 743 89,9 939 
apenas 98,5 103,8 105.0 1146 1163 146,0 





Kuhmilch (Molkerei- 12,2 12,6 12.8 13,7 14,0 
milch) 





Die ersten neuraminséurehaltigen Glykoproteide sind, wie schon 
oben ausgefiihrt, im Submaxillarismucin des Rindes gefunden worden. 
Es war deshalb nicht verwunderlich, daB sich auch im Speichel des 
Menschen Neuraminsiure finden lieB: 

mg% Neuraminsaure im 
Speichel 4 59 59 65 67 82 

Die Bestimmung lieB sich nicht in jedem Speichel durchfiihren, da 
die Farbreaktion durch andere Substanzen des Speichels (Kohlen- 
hydrate?) gelegentlich gestért wird. 


Ergebnisse 


Neuraminsaure ist als Bestandteil der Glykoproteide sehr weit: ver- 
breitet. In allen von uns untersuchten Tierarten war Neuraminsaure im 
Blutserum in etwa gleicher GréBenordnung wie beim Menschen nach- 
weisbar. 

Bei der elektrophoretischen Fraktionierung menschlichen Serums 
enthielten beide «-Globuline iiber 2°,, Neuraminsiure, das #-Globulin 
fast 1°, Neuraminsiure, wihrend das y-Globulin und das Albumin sehr 
viel weniger bzw. keine Neuraminsiure enthielten. 


20 J. R. E. Hoover, G.A. Braun u. P.Gyérgy, Arch. Biochem. Bio- 
physics 47, 216 [1953]. 

21 F, Zilliken, G. A. Braun u. P. Gyorgy, Arch. Biochem. Biophysics 44, 
564 [1955]. 

22 R. Kuhn, R. Brossmer u. W. Schulz, Chem. Ber. 87, 123 [1954]. 
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Bei der Untersuchung von EiweiBfraktionen, die iiber 95°, rein 
waren, fanden wir den héchsten Neuraminséure-Gehalt im «,-nieder- 
molekularen Saéureprotein, das bis 9,14°(, Neuraminsaure enthielt. Ab- 
gesehen vom Albumin wurde in jeder EiweiBfraktion des Serums und 
im Fibrinogen Neuraminsiure gefunden. Hamoglobin enthielt Neur- 
aminsiure héchstens in Spuren. 

Wechselnde Mengen von Neuraminsaéure wurden in Ergiissen, 
Liquor und eiwei8haltigen Harnen gefunden, der Neuraminsaure-Spiegel 
lag hier immer tiefer als der des Serums. 

Im Speichel betrug der Neuraminsdure-Gehalt zwischen 4,4 und 
8,2 mg®%,. In Kuhmilch (Molkereimilch) ist relativ wenig (etwa 13 mg°,) 
Neuraminsaéure enthalten. Die Werte schwanken, da es sich um eine 
Mischmilch handelt, nur sehr gering. In Frauenmilch fanden wir sehr 
viel hdhere (33,8 bis 146 mg®,,) Neuraminsaure-Werte. 

Uber die klinischen Verhaltnisse werden wir an anderer Stelle aus- 
fihrlich berichten. 

Methodik 


Serum: Die Bestimmung der Neuraminsiaure erfolgt nach der von Béhm, 
Dauber und Baumeister*® angegebenen Methode: Bei allen unseren Unter- 
suchungen bestimmten wir zur Kontrolle eine eingewogene Neuraminsaurelésung 
mit. Dies schien uns erforderlich, da sich unsere jetzige Eichkurve gegeniiber der 
seinerzeit mitgeteilten* verandert hat. Wir glauben, daB hierfiir am ehesten ent- 
weder hartnaickig an der Testsubstanz haftendes Kristallwasser oder die ver- 
wendeten Reagenzien (Amylalkohol?) verantwortlich zu machen sind. 

Die Bestimmung der Hexosen erfolgte in Anlehnung an die Methode von 
Stary und Mitarbb.?%: 0,1 cem Serum wurde mit 1 ccm Wasser verdiinnt und mit 
lecm 10-proz. Trichloressigséure gefallt. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde 
in 2ccm 5-proz. Trichloressigsiure suspendiert und abermals zentrifugiert. Den 
Niederschlag suspendierte man in 2ccm Orcinreagens (15 ccm konz. Schwefel- 
siure + 35ccm Wasser + 35 ccm 3-proz. waBr. Orcinlésung) und gab 15 ccm 
22,5-n. H,SO, hinzu. Nach gutem Mischen wurde 20 Min. bei 80° erhitzt und nach 
dem Abkiihlen bei 422 my im Beckman-Spektralphotometer abgelesen. Als Test- 
lisung verwendeten wir eine Galaktose: Mannose (1:1) Lésung. 

Ergiisse: Bei der Untersuchung von Ergiissen mit niedrigem Neuraminsaure- 
Gehalt muBte einige Male die Bestimmung nicht wie beim Serum in 0,05 ccm, 
sondern in einer gréBeren Menge ErguBfliissigkeit durchgefiihrt werden, um ge- 
niigend hohe Extinktionen zu erhalten. Es wurde vor der Fallung jedesmal mit 
Wasser auf 1 ccm aufgefiil!t, dann mit Trichloressigsiure gefallt und wie angegeben 
weiterverarbeitet. 

Liquor: Zur Bestimmung im Liquor wurde je nach Neuraminsadure-Gehalt 
1—3 cem Liquor mit der gleichen Menge Trichloressigsiure gefallt und wie iiblich 
weiterverarbeitet. 

Feste Substanzen der Tab. 2: Die in der Tabelle untersuchten Substanzen 
wurden in der Trockenpistole im Hochvakuum bei 61° iiber P,O; getrocknet, ein- 
gewogen, in Wasser gelést und entweder die ganze Einwaage oder ein aliquoter Teil 
wie oben angegeben bestimmt. 

Harn: Bei der Bestimmung im Harn wurden 0,5—1 ccm (entsprechend dem 
Neuraminsaure-Gehalt) Harn mit der gleichen Menge 10-proz. Trichloressigsaure 
gefallt und wie iiblich weiterverarbeitet. 

Milch: Bei der Bestimmung des Neuraminsaure-Gehaltes in der Kuhmilch 
wurden 0,2 cem wie Serum bestimmt. 


23 Z. Stary, F. Bursa, O. Tezok u. R. Cindi, diese Z. 288, 55 [1951]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 3(5 +t 
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Bei Frauenmilch stérte der hohe Fettgehalt, weshalb wir folgendermaBcn bei 
der Bestimmung vorgingen: 

. 0,1 cem einer 2—8fachen Verdiinnung von Milch lieB man nach Siidhof* 
in 4 ccm absol. Alkohol eintropfen. Nach halbstdg. Stehen, Abzentrifugieren und 
2maligem Nachwaschen mit absol. Alkohol wurde der EiweiBniederschlag in 
l ccm Wasser gelést und wie iiblich weiterverarbeitet. Es muB beachtet werden, 
daB der Alkohol méglichst gut vom Niederechiag abgesaugt wird, da die Reaktion 
mit dem Bialschen Reagens durch 0,2 ccm Athanol noch nicht, durch 0,4 ccm 
Athanol aber deutlich beeinfluBt wird; dagegen beeintrachtigen 0,5 cem Trichlor. 


essigsiure die Reaktion nicht. 
Speichel: 0,5 cem Speichel wurde zu 0,5 cem Wasser gegeben und ohne zu 


fallen mit Bials Reagens wie iiblich bestimmt. 

Hamoglobin: Es wurde Citratblut zentrifugiert, die Erythrocyten zweimal 
mit physiolog. Kochsalzlésung ausgewaschen und dann durch Zugabe von Wasser 
hamolysiert. Nach Abtrennen des Stromas mittels Zentrifuge wurde das Hamo. 
globin aus seiner Lésung mit Methanol gefiallt (11,7 g Hamoglobin) und, wie be. 
schrieben’, 2mal gespalten. Danach wurde der Hauptanteil der Salzsaéure mit 
heiBgesattigter methanol. Bleiacetatlésung gefallt, das restliche Chlor mit Silber- 
oxyd beseitigt. Die Schwermetalle wurden mit H,S entfernt. Nach Reinigung iiber 
die Bariumverbindung erhielten wir eine Fraktion; die der Roh-Neuraminsiure- 
fraktion entsprach. Die so erhaltene Substanz betrug 10mg und enthielt nur 
0,2 mg Neuraminséure; die Farbe lieB sich bei dem geringen Extinktionswert 
(E = 0,024) nicht sicher beurteilen. Im Papierchromatogramm jedoch (Schleicher 
& Schiill 2043b, aufsteigend, Zimmertemperatur, Butanol: Aceton: Eisessig: 
Wasser = 3:3:1,5:2,5) und nachfolgender Anfairbung der Chromatogramme mit 
Ninhydrin und nach unserer Methode* mit Bialschem Reagens konnte Methoxy- 
neuraminséare nachgewiesen werden. Zwei Kontrollansitze der Hamoglobin. 


spaltung zeigten das gleiche Ergebnis. 

Herrn Prof. Dr. Dr. E. Klenk sind wir fiir wertvolle Ratschlige besonders 
dankbar. 

Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
unterstiitzt. 

Zusammenfassung 

Es konnte gezeigt werden, dafi Neuraminsiure ein Bestandteil 
vieler Glykoproteide ist. So finden sich neuraminsaurehaltige Glyko- 
proteide in menschlichen und tierischen Seren. Neben dem Neuramin- 
siure-Gehalt der elektrophoretisch gewonnenen Eiwei8fraktionen wurden 
sehr reine Eiwei®fraktionen auf ihren Neuraminsdure-Gehalt unter- 
sucht. Weiterhin findet sich Neuraminsiure in Ergiissen, Harn, Liquor, 
Milch, Speichel. Im Hamoglobin konnte Neuraminsaure nur in Spuren 
festgestellt werden. 

Summary 

Neuraminic acid has been shown to be a constituent of many 
glycoproteins. Glycoproteins containing neuraminic acid are found in 
human and animal sera. The neuramimic acid content of very pure pro- 
tein fractions and of protein fractions obtained by electrophoresis has 
been determined. Neuraminic acid is also present in transudates, urine, 
cerebrospinal fluid, milk and saliva. Neuraminic acid was only found in 
traces in haemoglobin. 


ae H. Siidhof u. H. Kellner, diese Z. 300, 82 [1955]. 
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Anfarben von Kunstharzionenaustauschern 
mit Indikatorfarbstoffen und Anwendung von 
, Indikatorsdaulen*“* in der Aminosiurechemie 

Von 
Helmut Steuerle! 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Marz 1956) 


Farblose Kunstharzionenaustauscher (z. B. Dowex 2) lassen sich durch einzelne 
Indikatorfarbstoffe oder durch Gemische verschiedener Indikatoren anfarben. Die 
Farbstoffe werden vom Austauscher so stark festgehalten, daB sie weder durch 
Wasser noch durch 2-n. NaOH ausgewaschen werden. Auch 0,1-n.HCl verandert die 
Farbung kaum. Lediglich 2-n. und stérkere Saure wascht den Indikator allmahlich 
aus. 
Bei Verwendung einer Universalindikatorlésung ist es somit méglich, den pH 
in der Harzphase festzustellen. Wird das so angefairbte Harz in einer Saule ver- 
wendet (,,Indikatorsiule), so lassen sich die Zonen verschiedener Wasserstoff- 
ionenkonzentration durch die verschiedene Farbung erkennen. 

Fiir die folgenden Anwendungsbeispiele aus der Aminoséiurechemie wurde 
eine Siule von 35cm Lange und 0,7 cm Durchmesser verwendet. Zur Fiillung 
wurden etwa 25 ccm Dowex 2 (200— 400 mesh) in 2-n.HCl gequollen, die staub- 
feinen Partikelchen durch 8—10maliges Dekantieren mit Wasser entfernt und zu 
der Aufschlammung 5 ccm Universalindikator Merk, py 4—9 (alkoholische Lésung), 
unter Riihren zugetropft. Der nun griin gefairbte Austauscher wurde in die Saule 
eingeschlammt und in der Siule mit carbonatfreier 2-n. NaOH in die Hydroxylform 
gebracht. Die Farbe schlug dabei in Blaugriin um. Die aufzutragenden Amino- 
siuren wurden in Wasser gelést und die Lésung in eine Pipette gefiillt. Die bis 
zum Rand gefiillte Pipette wurde zwischen die Saiule und das hochstehende Wasser- 
gefaB geschlossen. Die optimale Tropfgeschwindigkeit von 3—6 Tropfen/Min. 
wurde durch einen Uberdruck von 150 cm Wassersaule erreicht. 


Anwendungsmoéglichkeiten 

1. Entsalzung von Aminosauren: 10 mMol einer NaCl-haltigen Glutamin- 
siure werden in 100 ccm Wasser gelést. Die Lésung wird auf eine Indikatorsaule 
aufgegeben. Das starke anorganische Anion bildet am Kopf der Saule eine scharf 
abgegrenzte Zone, die spater eine rote Farbe annimmt, wenn die Verdrangungs- 
entwicklung in Gang ist. Darunter liegt die hellgriine Zone der Glutaminsaiure. Das 
anorganische Kation kann durch Wasser vollstandig ausgewaschen werden. Wenn 
das durchflieBende Wasser den Neutralpunkt erreicht hat, wird die Aminosaure 
durch 0,1-n. HCl] verdrangt. Die Salzsiurezone schiebt dabei die Aminosaiurezone 
langsam vor sich her (1—2 cm/Stde.). Die Zonen bleiben scharf voneinander ge- 
trennt, so daB die Aminosdéure praktisch quantitativ wiedergewonnen werden 
kann. Die austretende Aminosaure ist frei von Indikatorfarbstoff. 

2. Uberfiihrung eines Aminosaure-hydrochlorids in die freie 
Aminosaure: 10 mMol Cystein-hydrochlorid (1,7 g) werden in 100 cem Was- 
ser gelést. Die Lésung wird langsam auf eine Indikatorsiule aufgegeben. Es bildet 


1 Versuche im Rahmen der Diplomarbeit. 
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a 


sich eine orangefarbene chloridhaltige Zone und eine gleichlange graue cysteinhal- 
tige Zone. Durch Verdrangung mit 0,1-n. Salzsiure laBt sich das Cystein fast quanti- 
tativ und véllig chloridfrei, in 100 ccm Wasser gelést, wiedergewinnen. Die aus. 
tretende Cysteinlésung muB iiber Stickstoff aufgefangen werden. 

3. Trennung einer sauren, einer neutralen und einer basisc tien 
Aminosaure nach einem modifizierten Partridge?-Verfahren: Je 0.7 ¢ 
Glutaminsaure, Glycin und Arginin (letzteres als Hydrochlorid) wurden in 
100 cem Wasser mit ein paar Tropfen Ammoniak in Lésung gebracht. Die Liésung 
wurde auf die Indikatorsiule aufgegeben. Die saure Aminosaure bildete in der 
Saule eine hellgriine Zone. die neutrale Aminosiiure eine blaugraugriine Zone. Die 
basische Aminosiure wurde durch Wasser ausgewaschen und befand sich quanti- 
tativ im Filtrat. Bei Beginn der Verdrangung durch 0,l-n. HCl tiberstreicht die 
untere Grenze der roten Farbung schnell die Chlorid-Zone und schiebt dann langsam 
die Aminosaure-Zonen vor sich her. Die Lésungen der Aminosaéuren kénnen somit 
getrennt aufgefangen werden. Gegeniiber dem urspriinglichen Partridge-Verfahren 
entfallt bei einfachen Gemischen die Verwendung eines automatischen Fraktions- 
schneiders und die chromatographische Priifung der anfallenden Fraktionen. 


2 S. M. Partridge u. R.C. Brimley, Biochem. J. 44, 518 [1949]. 
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Zur Leistungsfahigkeit 
einer papierchromatographischen Methode 
beim klinischen Suchtmittelnachweis 
an Hand von 1000 laufenden Untersuchungen! 
Von 
Horst Jatzkewitz und Ursula Lenz 


Aus dem Klinischen Institut der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Max-Planck-Institut), 
Miinchen, Direktor: Prof. Dr. W. Wagner tf 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Februar 1956) 


Um dem Bediirfnis nach einem brauchbaren klinischen Suchtmittel- 
nachweis abzuhelfen, hat der eine von uns (J.) ein klinisches Verfahren 
zur Bestimmung von basischen Suchtmitteln im Harn entwickelt?, das 
durch 2 Prinzipien gekennzeichnet ist: 

1. Einfache Herstellung eines Suchtmittelkonzentrats aus dem 


Harn. 
2. Trennung und Identifizierung der im Konzentrat enthaltenen 


Suchtmittel auf Papier mittels Papierchromatographie. 

Wir haben dabei zuniachst die einfache aufsteigende Methode ge- 
wihlt, auf die Stérméglichkeiten der Suchtmittel untereinander und 
durch andere Arzneimittel hingewiesen und versucht, sie weitgehend 
auszuschalten, indem wir als Indikatoren zwei Reagenzien hinter- 
einander aufspriihten und damit zur Kennzeichnung der einzelnen 
Substanzen durch die Steighéhe noch die durch Farbe hinzufiigten. 


In der II. Mitteilung! haben wir uns an Modell- und reinen Sucht- 
fillen einen Uberblick tiber die Nachweisdauer einzelner Suchtmittel 
(bei Aufarbeitung von 10 ccm Harn) verschafft und uns vergewissert, 
daB die Voraussetzung fiir die Anwendung, daB jedes Suchtmittel nur 
als ein einziger Fleck auf dem Papierchromatogramm erscheint, ge- 
geben ist. 

Spiter haben Vidic* und Sano und Kajita* das Verfahren 
variiert. Bei beiden Varianten wird dasselbe Harnaufarbeitungsprinzip 
angewandt, bei beiden werden die im Konzentrat enthaltenen Sucht- 


1 TIT. Mitteil.; I. Mitteil.: H. Jatzkewitz, Dtsch. med. Wschr. 79, 541 
[1954]. 
2 HL. Jatzkewitz, diese Z. 292, 94 [1953]. 

3 E. Vidic, Arzneimittel-Forsch. 5, 291 [1955]. 
4 I. Sano u. H. Kajita, Klin. Wschr. 38, 956 [1955]. 
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mittel auf Papier getrennt. Vidic benutzt dazu fiir forensische Zwecke 
zusatzlich neben unserem Lésungsmittelsystem ein zweites und erhiilt 
so als weiteres Kennzeichen fiir jede Substanz einen zweiten Ry-Wert. 
Sano und Kajita nehmen die Trennung mittels Hochspannungs. 
elektrophorese vor. 

Vidic fihrt als Begriindung fiir seine Variante bei unserem Ver. 
fahren u.a.Schwankungen der Ry-Werte, zu geringe Unterschiede 
einzelner Ry-Werte, Verdecken von Suchtmitteln durch basische Thera. 
peutica an und kommt zu dem SchluB8, da8B die von uns vertretene Auf. 
fassung, nach welcher eine nach unserem Verfahren allein vorgenommene 
Urinkontrolle zur Uberwachung Siichtiger geniigen sollte, nicht geteilt 
werden kann. 

Sano und Kajita fiihren als Begriindung fir ihre Variante an, 
daB bei unserem Verfahren 1. der Nachweis von Morphin und anderen 
Suchtmitteln mit ahnlichen Ry-Werten (z. B. Dicodid, Eukodal usw.) 
schwierig ist, weil bei starken Rauchern soviel Nicotin im Harn aus. 
geschieden wird, daB der daraus resultierende Fleck den fiir die vor. 
genannten Suchtmittel iiberdeckt, 2. die Trennung einzelner Substanzen 
unbefriedigend ist, 3. das papierchromatographische Verfahren zu lange 
Zeit in Anspruch nimmt. 

Wir haben vom 15. 5. 53 bis 20. 10.55 mit dem Grundverfahren 
1000 Urinuntersuchungen bei 462 Patienten durchgefiihrt. Es soll an 
Hand dieser Unterlagen die Leistungsfaihigkeit des Verfahrens demon- 
striert und zu den Begriindungen fiir seine Variation Stellung genom. 
men werden. 


Methode 


Seit etwa 11, Jahren haben wir unsere urspriingliche Methode in folgender 
Weise unwesentlich abgewandelt: 

Wir verwenden 15ccm Harn, schiitteln ihn mit Essigester (Athylacetat) 
statt mit Amylacetat aus und lassen als Test bei der papierchromatographischen 
Trennung jedesmal ein Gemisch von Morphin, Cliradon, Dolantin und Polamidon 
mit aufsteigen. Wir haben zum Ausschiitteln Essigester gewahlt, weil insbesondere 
die freie Morphin- und Dilaudidbase in Essigester leichter léslich sind. Damit wird 
die Empfindlichkeit im Nachweis fiir Morphin erhéht (fiir andere Suchtmittel wie 
z. B. Polamidon unwesentlich herabgesetzt). Es scheint uns ein Vorteil zu sein, im 
homogenen Anionen-Milieu zu arbeiten, d.h. einen ameisensauren Suchtmittel- 
extrakt in einem ameisensauren Lésungsmittel zu chromatographieren. Wir er- 
hielten so in zahlreichen Versuchen die am besten reproduzierbaren Ry-Werte und 
die scharfsten Flecke. Bringt man nach Vidic die salzsauren Salze aufs Papier, so 
macht sich das Cl-Anion nach der Chromatographie im ameisensauren Lésungs- 
mittel nicht nur in der von Vidic als Vorteil beschriebenen Veranderung des 
Ry-Wertes der Basen, sondern auch nachteilig durch Schwanzbildung bemerkbar. 


In Tab. | seien die von uns schon publizierten Ry-Werte fiir basische 
Suchtmittel wiederholt und durch die der nach unserer Aufarbeitung 
gewonnenen, von Vidic genannten Therapeutica erginzt. 
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Tab. 1. Ry-Werte der mit der organischen Phase des Systems Butanol-Ameisen- 

siure-Wasser (12:1:7) auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043b aufsteigend 

chromatographierten (freien) basischen Sucht- und Arzneimittel und ihre Farbung 
mit 2 Reagenzien. 





diazot. Sulfanilsiure 
(Spriihreagens IT) 
bei einem 20 y-Substanzfleck 


Arzneimittel 
(Suchtmittel 
gesperrt) 


Kaliumwismutjodid 
(Sprithreagens I) 





Nicotin . . . ziegelrot farblos 

Morphin. . ziegelrot karmin 

Dilaudid. . ziegelrot karmin 

Eukodal. . ziegelrot schwach braunlich 

Acedicon. . ziegelrot erst schwach braunlich, dann 

farblos 

Dicodid . . ziegelrot sehr schwach gelbbraun 

Codein .. . ziegelrot erst farblos, dann rosa 

Pyramidon. . ziegelrot erst farblos, dann schwach 
gelbbraun 

Atropin. . . ziegelrot farblos 

Chinin. . . . ziegelrot hellbraun 

Cliradon. . ziegelrot leuchtend orange 

Preludin. . . erst rot, dann rosa, erst farblos, dann weiB auf 

bei langerem Stehen- schwach gefarbtem Hinter- 

lassenvom Rand aus} = grund 

weiB werdend 

Metrotonin. . ziegelrot erst farblos, dann sehr 

schwach ockergelb 

Pervitin. . . violettrot, schnell erst farblos, dann weiB auf 

ge)]bbraun ver- schwach gefarbtem Hinter- 

blassend grund 

Dolantin. . ziegelrot farblos 

Ritalin .. . ziegelrot erst rosa, dann farblos 

Dromoran . ziegelrot braun 

Ticarda . . ziegelrot erst bla8 karmin, dann citro- 

nengelb 

Polamidon. ziegelrot erst blaB karmin, dann citro- 

nengelb 














Ergebnisse 


An Hand von Tab. 1 (die bei uns noch durch einige hier nicht ge- 
nannte Therapeutica erginzt ist) wurden die in Tab. 2 aufgefiihrten 
Untersuchungsergebnisse gewonnen. 

Aus Tab. 2 ergibt sich, daB bei stationér aufgenommenen Patienten 
der Universitatsnervenklinik Miinchen (meist durch Megaphen- und 
Atosilbehandlung) dreimal soviel basische Arzneimittel zu finden waren 
wie bei den Patienten von auswarts. Trotzdem waren rund 70°, der 
zur Uberpriifung eingesandten Urine frei von basischen Arzneimitteln. 
Von den restlichen 30% hatten wieder 70°%, nur ein basisches Arznei- 
mittel. Fast 9°% aller eingesandten Harne enthielten Suchtmittel, und 
in etwa 2% (wahrscheinlich vom rein Methodischen her in etwa 3° *) 
aller Faille war kein eindeutiges Ergebnis zu erzielen. 


* siehe dazu S. 58. 
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Tab. 2. Ergebnisse von 1000 laufenden Urin-Untersuchungen (vom 15. 5. 53 bis 
20. 10. 55) auf basische Suchtmittel bei 462 Patienten. 





Univ.-Ner- auswarts 
venklinik |(kleinere An- 
Miinchen stalten u. 
(stationar) | Ambulante) 


insgesaint 





Zahl der Patienten 295 
Zahl der Urin-Untersuchungen. . . . 495 
ohne Nicotin und bas. Arzneimittel. . 115 
nur nicotinhaltig 160 
mit bas. Arzneimitteln 220 
(davon mit 1 bas. Arzneimittel. . . . 170 
(davon mit 2 bas. Arzneimitteln . . . 43 
(davon mit 3 bas. Arzneimitteln . . . 
(davon mit 4 bas. Arzneimitteln . . 
von den bas. Arzneim. waren Sucht- 
mittel 
von den bas. Arzneim. waren als Sucht- 
mittel nicht sicher zu identifizieren . 











Bei etwa 2/, aller Untersuchungen geniigte zur Sicherung des Er. 
gebnisses die alleinige Anwendung von Spriihreagens I, bei dem Rest 
wurde zusatzlich Spriihreagens II verwandt. 


Die suchtmittelhaltigen Urine der Jahre 1953, 54 und 55 (also tiber 
den Zeitpunkt der 1000 Untersuchungen hinaus) stammten von 62 
Siichtigen. Man kann nach den einzelnen ‘Untersuchungsbefunden mit 
Vorbehalt aussagen, daB das Verhiltnis von Rauchern zu Nichtrauchern 
etwa das gleiche wie bei Nichtsiichtigen sein diirfte. Die weitaus meisten 
von uns beobachteten Siichtigen (52 von 62) nahmen als basisches 
Arzneimittel nur das Suchtmittel und fast ausschlieBlich (59 von 62) 
nur ein Suchtmittel. In 2 Fallen wurden 2 Suchtmittel und in einem Fall3 
(Eukodal + Cliradon + Polamidon) gleichzeitig genommen. Eine nach 
Jahren getrennte Ubersicht iiber die verwandten Medikamente gibt 
Tab. 3. 


Tab. 3. Ubersicht iiber die von 62 Siichtigen verwandten Suchtmittel in den Jahren 
1953—55 (Siichtige, die mehr als eins und verschiedene Suchtmittel hintereinander 
genommen hatten, sind mehrfach aufgefiihrt). 





1953 | 1954 | 1955 





Morphin (oder Dilaudid) ~ 


Dolantin 
Dromoran 


=— 
aor Qnwr-l 














Insgesamt | 19 | 


w 
or 
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Nach Tab. 3 sieht es so aus, als ob der Mi&8brauch von basischen 
Arzneimitteln, der sich im Jahre 1953 bei unseren Untersuchungen fast 
ausschlieBlich auf Polamidon und Cliradon beschrinkte, nach der 
Stellung dieser Arzneimittel unter das Opiumgesetz (am 16. 6. 53) 
wieder gleichmaBiger auch mit den anderen bekannten, fiir Suchtzwecke 
geeigneten Medikamenten getrieben wird. 


Mit diesem Abschnitt leiten wir die Besprechung der Ergebnisse 
ein. 


Besprechung der Ergebnisse 


Von den in Tab. 2 aufgefiihrten 86 suchtmittelhaltigen Urinen ent- 
hielten 6 Morphin oder Dilaudid und 8 Eukodal neben Nicotin. Niemals 
(auch bei staérksten Rauchern) konnten wir die von Sano und Kajita 
gemachte Beobachtung bestitigen, daB der Nicotinfleck den eines 
der eben erwihnten Suchtmittel iiberdeckt. Solange es kein basisches 
Suchtmittel gibt — und ein solches ist uns bisher nicht bekannt —, 
das im von uns verwandten Lésungsmittelsystem einen ahnlichen 
Ry-Wert und die gleiche Fairbung mit Spriihreagens I und II aufweist 
wie Nicotin, ist unser Verfahren nach unserer Erfahrung bei allen nur 
nicotinhaltigen Harnen ebenso zuverlissig wie bei den nicotin- und 
arzneimittelfreien und (im Hinblick auf die Sucht) auch forensisch ver- 
wertbar, bei unseren bisherigen Untersuchungen also in 70% aller Faille. 


Von den 19 in Tab. 2 aufgefiihrten Untersuchungen mit unklarem 
Ergebnis betrafen 6 Eukodal, 5 Dolantin und 4 Polamidon oder Ticarda. 
Die Unsicherheit in der Bestimmung beruhte nicht auf dem von Vidic 
angefihrten Schwanken der Ry-Werte (was ja u. a. durch Mitlaufen des 
Testgemisches weitgehend korrigiert werden kann), sondern auf den von 
allen drei Autoren erwahnten zu geringen Unterschieden einzelner Ry- 
Werte, wobei schlieBlich auch die Suchtmittel durch basische Thera- 
peutica verdeckt werden kénnen. Wir glauben nicht, daB man bei der 
groBen Zahl basischer Therapeutica diesen grundsitzlichen Ubelstand 
vollkommen abstellen kann. Als Beispiel dafiir kénnen wir die von Sano 
und Kajita hochspannungs-papierelektrophoretisch und von Vidic mit 
einem zweiten Lésungsmittelsystem gewonnenen und publizierten Weg- 
lingen bzw. Ry-Werte fir Eukodal und Codein (28,9, 28,7; 0,38—0,41, 
0,35—0,38) anfiihren. Bei den in den 19 Untersuchungen unbestimm- 
baren Substanzen handelt es sich ferner um solche, die mit Spriih- 
reagens II nicht sehr charakteristische Farbungen ergeben. (Fiir Pola- 
midon und Ticarda trifft dies jedoch nur zu, wenn die Substanzen in sehr 
geringer Menge vorliegen.) Wir haben hier einige Schwierigkeiten be- 
heben kénnen, indem wir die Farbung der méglichen Stérsubstanzen 
mit Spriihreagens II genauer studierten (s. Tab. 1, S. 55). 

Danach und nach unseren praktischen Erfahrungen laBt sich, auf 
eine kurze Formel gebracht, aussagen: Alle Substanzen mit Ry-Werten 
zwischen 0,28 und 0,42 und zwischen 0,57 und 0,83 sind verdachtig und 
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miissen mit Spriihreagens II iiberspriiht werden. Ist dies geschehen, so 
kann man folgendes angeben: Morphin oder Dilaudid positiv, Cliradon 
positiv, Dromoran positiv, Polamidon oder Ticarda positiv. Eukodal, 
Dicodid, méglich oder positiv. Acedicon, Dolantin, Pervitin méglich. 
Eine schwere Sucht ist fast immer an der GroBe der Flecke zu 


erkennen. 

Neuerdings sind geringere Mengen Dolantin und Pervitin schlecht zu be- 
stimmen, weil immer mehr milde wirkende Stimulantien (Metrotonin, Preludin, 
Ritalin usw.) als Stérfaktoren hinzukommen. Nur in solchen Zweifelsfallen ver- 
fahren wir ahnlich wie Vidic, schiitteln den aufbewahrten Essigester-Extrakt ein 
zweites Mal mit wenigen Tropfen 15-proz. Ameisensdiure aus und chromatographie- 
ren den zweiten waBrigen Extrakt — mit den vermuteten Substanzen als Test 
daneben — wiederum aufsteigend nach Curry und Powell® auf mit Natrium. 
dihydrogencitrat gepuffertem Papier mit citronensiéurehaltigem Butanol als 
Lésungsmittel. Erst jetzt ist es méglich, mit einer gezielten Anfarbtechnik fiir die 
vermutete spezielle Substanz die Bestimmung weiter zu verfeinern. 

Ein spezielles Spriihreagens fiir eine einzelne Substanz kann auch 
nach der ersten Trennung auf Papier angewandt werden, wenn die Frage 
nach einem bestimmten Suchtmittel gestellt wird. In solch einem Fall, 
der selten vorkommt, ist es meist einfach, eine Antwort zu geben. 


Damit deutet sich die Méglichkeit an, nicht nur von der Unter- 
suchungsmethode, sondern auch vom Untersuchungsobjekt, dem 
Menschen, her die Unsicherheitsquote herabzudriicken, und wir machen 
hiervon den gréBten Gebrauch. Wir lassen uns zu dem Zweck vom 
Patienten angeben, welche Arzneimittel er drei Tage vor der Urin- 
untersuchung genommen hat, fordern bei einer Differenz zwischen seiner 
Angabe und unserem Untersuchungsbefund Aufklaérung oder verlangen, 
falls die Entscheidung ,,erlaubtes‘“’ oder ,,unerlaubtes‘‘ Arzneimittel 
vom Methodischen her nicht genau zu treffen ist, das Therapeuticum zu 
wechseln und eine erneute Urinuntersuchung vornehmen zu lassen. (Auf 
diese Weise wurden einige der in Tab. 2, 8S. 56, aufgefiihrten Arznei- 
mittel als Suchtmittel identifiziert, so daB die allein vom Methodischen 
her bedingte Unsicherheitsquote bisher bei etwa 3° liegen diirfte.) 
Wir fihren die Untersuchung bei den Patienten, wie bereits in der 
II. Mitteil. angedeutet worden ist, entweder zweimal wéchentlich in 
regelmaBigem Abstand durch oder nehmen sie gelegentlich unverhofft 
(durch telefonisches Herbeirufen) vor. Bei kontrollierter Urinentnahme, 
unter Einbeziehung der Angaben des Patienten in unsere Untersuchungen 
kénnen wir die von Vidic vertretene Auffassung, nach der eine nach 
unserem Verfahren allein vorgenommene Urinkontrolle zur Uberwachung 
Sichtiger ungeniigend ist, nicht teilen. Wir meinen nach wie vor, dab 
auf diese Weise auch die von W. Wagner® unter gewissen Voraus- 
setzungen vorgeschlagene Entziehung auf einer offenen Station oder die 
ambulante Entziehung méglich ist. 


* A.S. Curry u. H. Powell, Nature [London] 173, 1143 [1954]. 
6 W. Wagner, Dtsch. med. Wschr. 79, 541 [1954]. 
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GewiB ist bei Anwendung des Grundverfahrens, aber auch der beiden 
Varianten, wie am Beispiel Eukodal-Codein gezeigt wurde, eine genaue 
Angabe des Suchtmittels manchmal nicht méglich. Im Grunde kommt 
es bei allen Verfahren ‘in der Praxis darauf an, den Aufwand dem Zweck 
anzupassen. Vidic fordert daher mit Recht, daB in solchen Fallen fiir 
forensische Zwecke zusiatzlich ,,chemische Nachweise‘‘ zur Vervoll- 
kommnung der papierchromatographischen herangezogen werden soll- 
ten. Wir glauben, da8 man sich aus naheliegenden Griinden fiir klinische 
Zwecke, fiir die unser Verfahren in erster Linie gedacht ist, mit einer 
einmaligen Trennung der Substanzen auf Papier und einer Standard- 
anfarbmethode (SprithreagensI u. II) begniigen und Unsicherheiten 
vom Patienten her zu klaren versuchen wird. In solchen Fallen, wo dies 
nicht méglich ist, ware im Sinne Vidics an eine zweite Trennung in 
einem anderen Lésungsmittelsystem zu denken. Doch scheint uns schon 
diese weitere Differenzierung auf Papier, die schlieBlich wie bei der 
Trennung von Peptiden nach Kickhéfen und Westphal’ in einer 
kombinierten Anwendung von Papierchromatographie und Hoch- 
spannungspapierelektrophorese gipfeln kénnte, Sonderuntersuchungs- 
stellen vorbehalten zu sein. 

Um sich zu entscheiden, ob man die einmalige Trennung auf Papier 
fir klinische Zwecke chromatographisch oder hochspannungselektro- 
phoretisch vornehmen soll, miiBte man wissen, ob die elektrische Methode 
bei einer gréBeren Zahl laufender Suchtmitteluntersuchungen Vorteile 
bietet und, wenn das der Fall sein sollte, ob die Vorteile den apparativen 
Aufwand rechtfertigen. Der mit ihr verbundene Zeitgewinn ist bei 
unseren Untersuchungen auBer bei Vergiftungen nicht ins Gewicht 
gefallen. 


Zusammenfassung 


Das von uns beschriebene klinische Verfahren zur papierchromato- 
graphischen Bestimmung von basischen Suchtmitteln im Harn wurde in 
1000 laufenden Untersuchungen an stationiren und ambulanten Pa- 
tienten erprobt. Die Ergebnisse wurden in Tabellen zusammengestellt. 

70%, aller eingesandten Harne waren frei von basischen Arznei- 
mitteln. Von den basischen Arzneimitteln der restlichen 30°, waren 
fast ein Drittel Suchtmittel. Es wird eine Ubersicht iiber die von den 
Siichtigen verwandten Mittel in den Jahren 1953—55 gegeben. 

In etwa 3°%, aller Faille war die Entscheidung ,,erlaubtes oder uner- 
laubtes Arzneimittel nicht zu treffen. Es wird gezeigt, da die Unsicher- 
heitsquote sowohl vom Methodischen her, als auch durch bestimmte 
Forderungen vom Patienten her weiter herabgedriickt werden kann. 

Vidic und Sano und Kajita haben unser Verfahren variiert. Es 
wird zu ihren Begriindungen fiir die Variation Stellung genommen. 


7 B. Kickhéfen u. O. Westphal, Z. Naturforsch. 7b, 659 [1952]. 
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Summary 


A paper chromatographic method, previously described for the 
clinical determination of basic habit-forming drugs in urine, has 
been tested in 1000 routine determinations with in- and out-patients and 
the results are presented in tabular form. Of the urine samples received 
70 per cent contained no basic drugs. Of the basic drugs contained in the 
remaining 30 per cent almost a third were habit-forming. A survey is 
given of the drugs employed by addicts during the period 1953—55, 
In about 3 per cent of all cases it was impossible to differentiate between 
,,permitted and non-permitted drugs‘‘. It is shown that the proportion 
of such cases can be reduced both by improvements in the technique and 
by the fulfilment of certain requirements on the part of the patient. The 
method has been modified by Vidic, Sano and Kajita and the reasons 
advanced for the modifications are discussed. 
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Zur Bestimmung 
der biologischen Wertigkeit von Nahrungsproteinen 


I. Allgemeine Gesichtspunkte II. Lysinbestimmung 
Von 
E. Kofranyi 


Aus der Abteilung fiir Ernahrungsphysiologie des Max-Planck-Institutes fiir Arbeitsphysiologie 
Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Marz 1956) 


I. Allgemeine Gesichtspunkte 


Der menschliche Organismus bendétigt zur Erhaltung seines EiweiBbestandes 
eine standige Zufuhr von Aminosauren. In seiner Nahrung miissen aber keineswegs 
alle EiweiBbausteine enthalten sein, da er einen Teil selbst synthetisieren kann. 
Durch die Untersuchungen von Rose! sind uns diejenigen Aminosiuren bekannt 
geworden, die der Kérper nicht selbst aufbauen kann, deren Zufuhr unerlaBlich 
ist und die darum essentielle Aminoséuren genannt werden: Valin, Leucin, Iso- 
leucin, Threonin, Methionin, Tryptophan, Phenylalanin, Histidin, Lysin, Arginin. 
Das Arginin ist nur bedingt als essentielle Aminosdéure anzusprechen. Es ist nicht 
essentiell fiir den erwachsenen menschlichen Organismus, der seinen EiweiBbestand 
aufrechterhalten mu8; es ist aber essentiell fiir den kindlichen Kérper, der seine 
Organe erst aufbauen mu. Der Physiologe unterscheidet also zwischen zweierlei 
Bedarf an essentiellen Aminosaéuren: den fiir den Erhaltungsstoffwechsel des 
Erwachsenen und den fiir den Aufbaustoffwechsel des Wachsenden. Obwohl in 
beiden Fallen (mit erwahnter Ausnahme) die gleichen Aminosiuren bendtigt 
werden, ist der quantitative Bedarf verschieden. 

Wendet man die von Rose gewonnenen Erkenntnisse auf die menschliche 
und tierische Nahrung an, so erklart sich zwanglos die Tatsache, daB verschiedene 
Proteine eine verschiedene biologische Wertigkeit haben: tierische Proteine sind 
in der prozentualen Zusammensetzung ihrer essentiellen Aminoséuren dem kérper- 
eigenen Eiwei8 ahnlicher als pflanzliche. 

Da der Mensch iiberwiegend pflanzliche Proteine aufnimmt, besteht 
selbst bei dem Nichtvegetarier in der Nahrung ein Verhaltnis von 2:1 
bis 3:1 zwischen pflanzlichen und tierischen Proteinen: weit mehr als 
FleischeiweiB wird BroteiweiB gegessen. Deshalb wird der Gehalt einer 
pflanzlichen Nahrung an bestimmten essentiellen Aminosiuren, die in 
geringster Menge enthalten sind, entscheidend. Es gilt hier das Gesetz 
des Minimums: diejenige essentielle Aminoséure, die im Verhaltnis zu 
ihrem Bedarf in geringster Menge vorhanden ist, begrenzt die Aus- 
niitzung des angebotenen Proteins. Von den zehn essentiellen Amino- 


1 W.C. Rose u. Mitarbb., The Amino Acid Requirements of Man, I—VI, 
J. biol. Chemistry 182, 541 [1950]; 188, 49 [1951]; 198, 605 [1951]; 198, 613 
[1951]; 206, 421 [1954]; 210, 331 [1954]. 





62 E. Kofranyi, Bd. 305 (1956) 


sduren im Nahrungseiweif sind also keineswegs alle gleich wichtig: 
von manchen ist auch in pflanzlichen Nahrungsmitteln immer geniigend 
vorhanden, so daB eine Steigerung ihrer Menge zu keiner Steigerung der 
biologischen Wertigkeit des verfiitterten Proteins fihrt. 

Andere hingegen sind darin in relativ kleiner Menge enthalten und 
von dieser Menge hangt die Ausniitzbarkeit des Pflanzen. 
proteins ab. Diese, den biologischen Wert begrenzenden essentiellen 
Aminosauren sollen in der Folge als Eck-Aminosauren bezeichnet 
werden. 

Um einen Aufschlu8 tiber die biologische Wertigkeit von Nahrungs. 
mittelproteinen zu gewinnen, ist es also nicht nétig, alle essentiellen 
Aminoséuren zu bestimmen; es geniigt die Kenntnis des Gehaltes an 
Eck-Aminosauren. Uber die GréBenordnung ihres Bedarfs sind wir 
orientiert?. Bei der Durchsicht von Analysen pflanzlicher Nahrungs. 
mittel fallt auf, daB es fast immer dieselben vier Aminosduren sind, 
die als Eck-Aminoséuren in Frage kommen: In erster Linie Lysin, 
dann Methionin, dann Tryptophan und Threonin. 

Das erleichtert die Arbeit des Analytikers betrachtlich: interessiert 
die biologische Wertigkeit von Proteinen oder von Kombinationen von 
Proteinen, so kann er sich mit der Bestimmung der Eck-Aminosauren 
begniigen. -Aber dafiir muB der Gehalt an diesen Aminosauren be- 
sonders genau ermittelt werden; diese Forderung betrifft nicht nur 
die Analysenmethode, sondern auch die Hydrolysenmethode. 

Hinreichend genaue und einfache Bestimmungsmethoden in Nah- 
rungs- und Futtermitteln fiir die Eck-Aminosiuren liegen nicht vor. 
Die derzeit beste analytische Methode fiir die Bausteinanalyse von 
Proteinen ist die chromatographische nach Stein und Moore’. Aber 
sie ist nicht einfach und die Genauigkeit von + 4,5%% ist fiir das auf. 
geworfene Problem nicht groB genug. Es gibt zahlreiche andere Fragen 
in der EiweiBchemie, die aufwendige Gesamtanalysen notwendig 
machen; aber fiir die Probleme der Ernahrung, der biologischen Wertig- 
keit und der Komplettierung der Proteine ist diese Methode unbefrie- 
digend. 

Die neuen Methoden fiir die chemische Bestimmung der biologi- 
schen Wertigkeit miissen erst geschaffen werden. In dieser und in den 
folgenden Arbeiten wird dariiber berichtet. 


2 Sammelreferat: J. Kihnau, Angew. Chem. 61, 357 [1949]. 
3-H. Kraut, E. Kofranyi, H. Telschow u. M. Weber, diese Z. 301, 165 


[1955]. 
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II. Lysinbestimmung 


Kocht man Tryptophan- oder Tyrosinlésung mit Folins Phenol- 
reagens, so tritt eine Blaufarbung auf. Sie ist bei Tryptophan starker als 
bei aquimolekularen Tyrosinmengen; auBer diesen beiden Eiweib- 
bausteinen gibt kein anderer die Reaktion. Chloriert man aber vorher 
die Lésung der Aminosauren (mit Chlorwasser oder mit Chloraminlésung 
und entfernt den Uberschu8 des Chlorierungsmittels mit Arsenit- 
lésung), so wird die Blaufirbung durch Tryptophan oder Tyrosin 
verstarkt und auBerdem gibt eine Reihe weiterer Aminosauren 
die gleiche Farbung mit unterschiedlicher Intensitat (siehe Tab. 1). 


Tab. 1. Blaufarbung mit Folin-Reagens von 0,1 mg verschiedener Aminosaiuren 
nach Chlorierung mit Chloramin. 


Aminosiure lLysin Ornithin Histidin Serin Tryptophan  Tyrosin 
Extinkt. x 10° 235(385*) 576 98  22—92** 571(253***) 556(204***) 


* bei Anwesenheit von NaCl ** stark schwankend *** ohne Chlorierung 


Bei je 0,1 g Arginin, Prolin, Oxyprolin, Methionin, Cystin, Cystein, Threonin, 
Glycin, Alanin, Aminobuttersaure, Valin, Leucin, Isoleucin, Glutaminsaure, Aspara- 
ginsiure und Piperidin war die Extinktion Null. 


Diese Blaufarbung kénnte man zu einer kolorimetrischen Be- 
stimmung des Lysins verwenden, wenn es vorher gelange, alle anderen 
Substanzen zu entfernen, die die gleiche Farbreaktion geben. 


Boulet, Nelson und McFarlane‘ gaben 1947 ein Verfahren an, um auf 
diese Weise Lysin quantitativ zu erfassen. Sie adsorbieren die basischen Amino- 
siuren auf einer Austauscherséule und chlorieren sie nach dem Eluieren mit Chlor- 
wasser. Die durch Kochen mit Folinschem Reagens entstehenden Blaufarbungen 
werden kolorimetrisch ausgewertet. 

Leider gibt unter diesen Bedingungen auch das Arginin eine Blaufarbung. 
Sie ist darum besonders unangenehm, weil die Blaufarbungen von Lysin und 
Arginin nicht additiv sind: liegen die beiden Aminosaiuren gemischt vor, so ist die 
Blaufairbung tiefer als bei den einzelnen Komponenten. Da iiberdies die Werte 
selbst reiner Lésungen sehr stark schwanken, ist diese Bestimmungsmethode 
bloB als halbquantitativ anzusprechen'. 

Das Verfahren wurde von Zalta und Khouvine® 1953 verbessert. Die aus 
der Austauschersiule eluierten basischen Aminoséuren werden mittels Chloramin- 
lésung chloriert. Gefarbt wird mit einem abgewandelten Folin-Reagens; die Blau- 
farbungen werden kolorimetriert. 

Unter den Bedingungen dieser Methode gibt auch das Histidin eine Blau- 
farbung, die bei a4quimolekularen Mengen etwa ein Viertel der Blaufarbung des 
Lysins betragt. Leider sind die beiden Farbungen nicht additiv, die Summe der 
Einzelfarbungen des Lysins und Histidins ist kleiner als die Blaufairbung des 
Gemisches der gleichen Lysin- und Histidinmengen. Auch dieses Verfahren ist fiir 
eine wirklich quantitative Lysinbestimmung nicht einwandfrei. 


Im Laufe einiger Jahre gelang es, die Blaufirbung mit Folins 
Reagens und die Abtrennung der stérenden Aminosiuren zu einer 


4M. Boulet, J. A. Nelson u. W. D. McFarlane, Canad. J. Res. Sect. B 
25, 540 [1947]. 

5 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch d. physiol. u. pathol. chem. 
Analyse, Springer-Verlag, Berlin, 10. Auflage 1955, TII/2, 1735—36. 

6° P. Zalta u. Y. Khouvine, Bull. Soc. Chim. biol. 35, 697 [1953]. 
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Methode mit ausreichender Genauigkeit auszugestalten: ihre mittlere 
Streuung bei ein und demselben Hydrolysat betragt weniger als +-1%. 
Die Methode kann nicht angewandt werden, wenn Ornithin anwesend ist, 
In keinem Nahrungsmittel ist aber bisher Ornithin gefunden worden, 
so da8 dadurch die Anwendbarkeit der Methode nicht beeintracitigt 


wird. 
Beschreibung der Methode 


A. Die Chromatographierohre 
Die Form der Chromatographierohre zeigt Abb. 1. Die Verwendung von 
Glasfritten an Stelle der Watte bewahrte sich nicht, da die 
‘Ytreuungen der Messungen bei GlasfrittenabschluB viel gréBer 
waren. 
B. Die Reagenzien fiir die Chromatographie 
. In sechs 50-ccm-Kélbchen werden je 5 g Natriumchlorid 
eingewogen. 
. 4-proz. waBr. Pyridinlésung. 
. 0,l-n. NaOH. 
. Dowex-Austauscher 50x 8 (8 = Vernetzungsgrad), 40 
bis 60 mesh*. 
Der Austauscher besteht aus kleinen Perlchen. Wahrend die Deut- 
schen die Teilchengré8e als Maschenzah! pro cm? angeben, rechnen die 


Amerikaner Maschen pro Zoll (nicht pro Quadratzoll); 40—60 mesh sind 
248—558 Maschen pro cm’, dies entspricht einem Durchmesser von 0,25 


Abb. 1. DasChro- _ bis 0,38 mm. 
matographierohr. Um den Austauscher in die H®-Form zu iiberfiihren, 
werden (fiir 6 Saulen) etwa 20 g mit einer Lésung von 1 g Gly- 
cin in 100 cem n-H,SO, verriihrt und mehrere Stdn. (meist tiber Nacht) stehen ge- 
lassen. Vor dem Einfiillen in die Saulen wird der Austauscher mit dest. Wasser neu- 
tral gewaschen; die Fliissigkeit wird durch Wasserstrahlpumpe jewei Isabgesaugt, 
wobei auch die Triibung durch zu feine Teilenen entfernt wird. 

Der Zusatz von Glycin zur Schwefelsdure ist nétig, um zu verhindern, da 
ein kleiner Prozentsatz des auf die Saiule gegebenen Lysins irreversibel adsorbiert 
wird. Zuerst verwendeten wir Arginin; es stellte sich aber heraus, daB Glycin den 
gleichen Dienst tut. 


C. Der Bau der Saulen 

Nachdem an das untere Ende des Chromatographierohres ein Wattepfropfen 
gesteckt wurde, befeuchtet man ihn mit Wasser und verschlieBt das Rohr mit einem 
Stiick Schlauch, das durch ein kurzes Stiickchen Glasstab verstopft ist. Nun fiillt 
man die Emulsion des Austauschers ein und ]a8t absitzen, bis‘eine Séulenlange von 
8 ccm erreicht ist (7,5—8,5 cm); auf das obere Ende der Saule wird wieder ein 
Wattebausch geschoben. Von der GréBe und der Kompression des unteren Watte- 
bausches hangt die Durchlaufgeschwindigkeit ab, es sollen 50 ccm 0,l-n. NaOH 
in 20—30 Min. durchlaufen. Die Ubung im richtigen Stopfen wird bald erreicht. 


‘ag A 
= Jmm lichte Weite 
o 


D. Die Chromatographie 

Man 14Bt das Wasser bis zum oberen Wattebausch ablaufen und pipettiert 
die Probe auf die Saéule. Sie wird mit wenigen ccm der Pyridinlésung nachgespiilt. 
Dann 148t man 250 ccm der 4-proz. Pyridinlésung zur Elution der sauren und 
neutralen Aminosaéuren sowie des Histidins durchlaufen. Hierauf wascht man mit 
etwa 20ccm Wasser. 


* Gekauft durch Serva-Entwicklungslabor, v. Grothe & Co., Heidelberg, 
Kleinschmidtstr. 11. 
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Die Elution des Lysins (samt dem Arginin) geschieht mit 50 ccm 0,1-n. NaOH. 
Man stellt unter jede Saule einen 50-ccm-MeBkolben (mit 5g NaCl) und laBt 
diesen bis zur Marke vollaufen. 


E. Die Gerate fiir die kolorimetrische Bestimmung 


Es hat sich auBerordentlich bewahrt, zum Pipettieren nicht Pipetten zu 
yerwenden, sondern Injektionsspritzen mit 5—8 cm langen Glaskapillaren*, die 
wir in unserer Werkstattt zu Anschlagpipetten umbauen lieBen (siehe Abb. 2). 
Wir verwendeten drei SpritzengréBen: 

. eine mit 3 ccm fiir Fisessig, 

. eine mit 2 com fiir Chloraminlésung, fiir Arsenitlésung 

und fiir Folinsches Reagens, 

. eine mit 5 ccm fiir Probenahme und fiir 50-proz. Na- 
tronlauge; diese Pipette muB auf genau 5 ccm geeicht 
sein. 

Das Arbeiten mit der Anschlagspritze ist nicht nur viel 

schneller, sondern auch genauer als mit kleinen Pipetten. 

Um die 25-cem-Kélbchen im Wasserbade vor dem Um- 
fallen zu bewahren, werden sie mit Bleischuhen versehen, 
oder es wird ein Glasring um ihren Hals gelegt. 

Zum Photometrieren verwenden wir das E]ko-Photo- 
meter IT. 

F. Regeneration des Austauschers 

Der gebrauchte Dowex wird auf einer Glasfritte mit 
0,l-n. NaOH verriihrt. Von Zeit zu Zeit mu8B Lauge nach- 
geschiittet werden, Dauer 2— 3'Tage. Dann spiilt man mit dest. 
Wasser so lange, bis der Durchlauf neutral ist. Aufbewahrt 
wird der Austauscher unter n-H,SO,. 


G. Reagenzien fiir die Kolorimetrie 


1. Eisessig: p. a., etwa 96-proz. 

2, Chloraminlésung: MuB taglich frisch bereitet werden: 
2,5g Chloramin, p. a. Merck (CH,-C,H,-SO,-N-NaCl + 
3H,O) werden in einem 50-ccm-MeBkolben in Eisessig ge- 
lést und mit Eisessig aufgefiillt. 

3, 12,5-proz. Natriumarsenitlésung: 12,5 g NaAsO, wer- 
den mit Wasser ad 100 ccm aufgefiillt. Abb. 2. Die Sprit 
4. 50-proz. NaOH-Lésung: 50g Natriumhydroxyd-Platz- hose ra aoa 
chen, Merck, NaOH, p. a., werden mit Wasser ad 100 com hii ween 

aufgefiillt. 

5. Folinsches Reagens’. Bereitung: Fiille 100 g Natriumwolframat Na,WO,: 
2H,0 und 25g Natriumolybdat Na,MoO,:2H,O zusammen mit 700ccm Wasser 
in einen 2-l-Rundkolben, fiige 50 ccm 85-proz. Phosphorsiéure und 100 ccm 
konz. Salzsiure hinzu und koche mit aufgesetztem RiickfluBkiihler 10 Stdn. 
gelinde. Dann fiige 100 g Li,SO,-H,O und 50 ccm Wasser sowie einige Tropfen 
Brom hinzu. Koche ohne Riickflu8kiihler etwa 2 Stdn., um den BromiiberschuB 
zu entfernen. Nach dem Abkiihlen ist auf 1/ zu verdiinnen und zu filtrieren. 
Das fertige Reagens ist rein gelb (ohne griinen Stich), muB gegen Staub ge- 
schiitzt und im Dunkeln aufbewahrt werden. Verfarbt es sich nach langerer Zeit 
griinlich, so ist das Kochen mit Brom zu wiederholen. 








} 


ischraube 


‘ Feststeii 








* Kapillarganzglasspritzen der Firma F.Kiihn, Frankfurt a.M., W 13, 
Hans-Sachs-Str. 4. 

t Hergestellt vom Feinmechanikermeister H. Franz. 

? O. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 78, 627 [1927]. 
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H. Die kolorimetrische Bestimmung 

In die 50-cem-Kolben zum Auffangen der Eluate sind je 5 g NaCl emgewogen, 
Da die Tiefe der Blaufarbung sich mit der Menge der Cl-Ionen andert, die wahrend 
der Chlorierung anwesend sind, und es schwierig ist, jede Spur von Chlorid aw. 
zuschalten, setzen wir so groBe Mengen Kochsalz zu, daB kleine Unterschiede in 
Chloridgehalt der Proben nichts ausmachen. 

Entscheidend fiir die Genauigkeit der Bestimmung ist die gleiche Dauer 
der Einwirkung des Chlorierungsmittels auf die Proben (10 Min.). Wir arbeiten 
mit einer groBen Standstoppuhr: alle halben Minuten wird in das nachste Kélbchen 
der Reihe Chloraminlésung gespritzt; 10 Min. nach Beginn der ersten Spritzung 
wird alle halben Minuten die Arsenitlésung zugespritzt. Da sofort nach der Reagens. 
zugabe stark umgeschwenkt werden muB, ist es notwendig, daB zwei Personen an 
diesem Arbeitsgang beteiligt sind. Dieser Schritt mu8 sorgfaltig durchgefiihr 
werden, da in ihm die Hauptquelle fiir die Streuung der kolorimetrischen Be. 
stimmungen liegt; bei sorgfaltiger Durchfiihrung mu8 die Streuung unter 0,5 
liegen. 

Fiir jede Probe wird ein 25-cem-MeBkélbchen gebraucht. Reihenfolge der 
Arbeiten: 


1. 3ccm Eisessig einspritzen. 
2. 5cem der Probe einspritzen. 
3. 2 ccm der Chloraminlésung einspritzen. Es muB mit der groBen Standstoppuhr 
gearbeitet werden; alle halben Minuten wird ein neues Kélbchen beschickt. 
4. Genau 10 Min. nach Beginn der Chloraminspritzung werden nun 2 ccm der Ane. 
nitlésung eingespritzt; alle halben Minuten wird ein neues Kélbchen beschickt. 
. Nach Zusatz von 5 ccm der 50-proz. Natronlauge werden die hei gewordenen 
K6lbchen unter flieBendem Wasser abgekiihlt. 
. 2ccm Folinsches Reagens werden zugespritzt. 
. Die Kélbchen werden fiir 20 Min. in ein kochendes Wasserbad gestellt. 
. Nach Abkiihlen durch Einstellen in kaltes Wasser werden sie bis zur Marke 
aufgefiillt. 
. Messung im Photometer bei 750 mu, Schichtdicke 20 mm, gegen Wasser. 


T. Anlage des Versuches 

Wenn man Lysinlésungen mit 20, 40, 60, 80, 100, 150 und 200 y Lysin der 
kolorimetrischen Bestimmung unterwirft, so bekommt man eine vdéllig geradlinige 
Extinktionskurve; die mittlere Abweichung der einzelnen Werte von der Geraden 
betragt etwa +0,5%. Auch wenn man entsprechende Mengen der Saéulenchromato- 
graphie unterwirft, erhalt man die gleiche Gerade; die Streuung ist etwas gréBer, 
liegt aber noch unter +1%. 

Trotzdem ist es nicht vorteilhaft, Eichkurven anzulegen: die Lage und Steil- 
heit der Geraden ist von Kochung zu Kochung (der mit dem Folinschen Reagens 
versehenen Proben) etwas verschieden; man kann nur Proben der gleichen Charge 
miteinander vergleichen. Uberdies lauft die Gerade nicht genau durch den Null. 
punkt, d.h.die Extinktion einer Probe, die nur Wasser und alle Reagenzien enthilt, 
liegt etwas héher, als aus den iibrigen Punkten der Kurve berechnet werden kann. 
Alle diese Fakten fiihren zu folgender Anlage des Versuches: 

Man schickt durch drei Siulen 3 Hydrolysatproben hindurch, die schatzungs. 
weise etwa 1 mg Lysin enthalten sollen; ebenso durch drei andere Saulen 3 weitere 
halb so groBe Hydrolysatproben. Aus jedem der sechs 50-cem-Kolben mit dem 
Baseneluat werden je 5 ccm fiir die kolorimetrische Bestimmung entnommen und 
in ein 25-cem-K6lbchen gegeben (es bleibt soviel Eluat iibrig, daB die Bestimmung 
8mal wiederholt werden kénnte!). 

AuBerdem wird eine reine Lysin-Standardlésung, die nicht durch Saulen 
gelaufen ist, dem kolorimetrischen Verfahren unterworfen. Drei Proben von je 
5 cem (mit etwa 1000 y Lysin) werden in je einen 50-ccm-Kolben getan, der 5¢ 
NaCl enthalt, und mit 0,l-n. NaOH aufgefiillt. Drei weitere Proben, die genai 
ein Viertel enthalten, werden in gleicher Weise aufgefiillt. Aus den 6 Kolber 
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werden je 5 ccm fiir die kolorimetrische Bestimmung entnommen und in 25-ccm. 
Kdélbchen gefiillt. Das gibt zusammen 12 Kélbchen, die zugleich dem kolorimetrj. 
schen Verfahren unterworfen (zugleich gekocht) werden. Fiir jede Charge gibt 
also eine eigene Eichkurve. 

Der Gehalt der Lysin-Standardlésung wird mittels Kjeldahl-Bestimmung 
genauestens festgelegt; dabei ist zu bedenken, daB sich Lysin schwer oxydieren 
1aBt. Fiir (maximal) 2,8 mg N werden zur Veraschung 2 ccm konz. Schwefelsiure, 
1,2 g Kaliumsulfat und 0,2 g Kupfersulfat genommen. Veraschungszeit 3 Stunden, 
Titriert wird mit n/50-Saure gegen Tashiro-Indikator. 

Uber den Zeitbedarf der Lysinbestimmung: Der chromatographische Teil 
(6 Standard, 6 Proben) dauert 3— 4 Stunden, der kolorimetrische Teil 2— 3 Stunden, 
Zur Chlorierung (Dauer 15 Min.) und zur Messung am Photometer (Dauer 20 Min.) 
ist es besser, wenn zwei Personen zusammen arbeiten. — Die vorausgehende 
Hydrolyse des Proteins dauert erheblich linger als die Lysinbesimmung. 


K. Ausrechnung 

In Tab. 2 sind die Werte einer Bestimmung mitgeteilt. Der Nullwert der 
Eichgeraden wird wie folgt errechnet: die Differenz zwischen dem Extinktionswert 
der gréBeren Probe (hier 999 y) und der kleineren (hier 249,75 y) wird durch 3 ge. 
teilt, der Quotient wird von der Extinktion der 249,75 y abgezogen. Im Beispiel 
der Tab. 2: 386—113,3 = 272,7; 272,7/3 = 90,88; 113,33— 90,88 = 22,44. Der 
berechnete Nullwert betragt 22,4 und ist von allen gemessenen Werten abzuzichen. 
Dividiert man den reduzierten Standard-MeBwert durch die Anzahl der angewen- 
deten y Lysin, so erhalt man einen Faktor. Dieser Faktor gibt, mit den reduzierten 
MeBwerten des Hydrolysates multipliziert, die Lysinmenge in y: am Beispiel der 
Tab. 2: 0,999 / 364,2 = 2,748-10-%; 379,6 x 2,748-10-§ = 1,0430 mg Lysin. Divi- 
diert man die so errechnete Lysinmenge mal 100 durch die angewendete Protein. 
menge (N x 6,25), so erhalt man die Lysinprozente: 104,30:13,26 = 7,87% Lysin. 

Bei der statistischen Auswertung vieler Bestimmungen ein und desselben 
Hydrolysates kann man die mittlere Streuung (oc) nach der Formel berechnen: 


o=+ Vr (a —2x)*/n 


a—z = die Abweichung der einzelnen Analysenwerte vom Mittelwert a. 
n = Anzahl der Bestimmungen. 


Dieses o (in Prozenten des angewandten Lysins) betragt bei der in der Tab. 2 
referierten MeBreihe +0,72%. — (Hierbei ist der ,,AusreiBer‘‘ Nr. 7 nicht beriick- 
sichtigt. Rechnet man ihn mit ein, so betrigt o +1,56%). In einer groBen Zahl von 
Analysen wurde gefunden, daB das o etwa +1% der angewendeten Lysinmenge 
betrug. 


Tab. 3. Lysingehalt des Proteingemisches einiger Nahrungsmittel. 





Lysin-Prozente 
Einzelwerte Mittelwert 





Rindfleisch 10,32; 10,26; 10,21; 10,23 
Kalbsleber ; 8,46; 8,45; 8,45 
Weizenmehl 82—100 . 2; 3,00; 2,79; 2,94; 
Kartoffel (Ackersegen) ; 4,41; 4,39; 4,38; 
3,34; 3,28; 3,15; 
3,87; 3,70; 3,75; 
2,56; 2,62; 2,57; 
4,59; 4,62; 4,73; 
2,30; 2,22; 2,26; 
2,56; 2,55; 2,49 
2,43; 2,43; 2,45 
2,11; 2,05; 1,99; 
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Einige Ergebnisse der Methode zeigt Tab. 3. Die angegebenen Einzelwerte 
wurden jeweils in einem Hydrolysat bestimmt. Als 100% des Nahrungsproteins 
wird die Stickstoffmenge des Hydrolysats mal 6,25 angesehen. 


Zusammenfassung 


1. Fir die chemisch-analytische Bestimmung der biologischen 
Wertigkeit ist es nicht nétig, alle Aminosiéuren eines Nahrungsmittel- 
proteins zu bestimmen. Es geniigt die genaue Erfassung derjenigen 
essentiellen Aminosiaure, die nach dem Minimumgesetz den begrenzenden 
Faktor bildet. Da immer die gleichen Aminosauren, vor allem Lysin, 
fener Methionin, Tryptophan und Threonin als Begrenzung der bio- 
logischen Wertigkeit auftreten, werden sie ,,Eck-Aminosiuren“ genannt. 

2. Eine kolorimetrische Bestimmungsmethode fiir Lysin in Hydroly- 
saten wird angegeben; sie besitzt eine Genauigkeit von +1%. 


Summary 


1. The biological value of a food protein can be determined chemi- 
cally without necessarily estimating all the amino-acids. It is sufficient 
if the essential amino-acids, in particular lysine, methionine, trypto- 
phane and threonine, are determined. 

2. A colorimetric method is described for the estimation of lysine in 
hydrolysates. The method has an accuracy of +1 per cent. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f, physiol. Chemie. 305 
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Beitrag zur Kenntnis des Spinnengiftes 
von Latrodectus tredecimguttatus Rossi 


Von 
N. Muié, M. Stanié und A. Meniga 


Aus dem Institut fiir Medizinische Untersuchungen der Jugoslawischen Akademie und dem 
Zentralen Hygienischen Institut, Zagreb 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Marz 1956) 


Die periodischen Erscheinungen des Arachnidismus in verschiedenen 
Gebieten Siid-Amerikas, Siid-Asiens, Afrikas, der siideuropiischen 
Linder usw. erregten schon lange betrachtliches medizinisches In. 
teresse. Die ziemlich schwere Erkrankung?:*, verursacht durch Spinnen. 
bisse aus dem Genus Latrodectus, dessen EiweiBnatur lange bekannt 
ist!49, machen das Gift von Latrodectus tredecimguttatus Rossi vom 
Standpunkt der Biochemie der toxischen EiweiBstoffe besonders in. 
teressant.. Die schwierige Gevinnungsweise* und die kleinen Mengen 
dieser Toxine, die uns zur Verfiigung standen, gestatteten uns nur ein 
sehr begrenztes Experimentieren. 

In dieser Mitteilung soll iiber eine modifizierte Methode der Spinnen- 
giftentnahme, die uns die chromatographische und elektrophoretische 
Untersuchung des Giftes erméglichte, und iiber die Ergebnisse der 
elektrophoretischen Untersuchung eines von uns hergestellten Immun- 
serums gegen das Toxin berichtet werden. 


Methodik 


Technik der Giftentnahme: Das Gift wurde von 30 vollentwickelten 
Weibchen von Latrodectus t. R. gewonnen, die im Juli und August in der Nahe von 
Pula (Istrien) gesammelt worden waren. Sie wurden einzeln in kleinen, mit feuchtem 
Sand beschichteten und mit Insektennetzen bedeckten Glasbechern gehalten. Zeit- 
weilig wurden sie der Mittagssonne ausgesetzt und mit Hausfliegen (Musca dome- 
stica) gefiittert. Vor der Giftentnahme wurde ein fiir Chromatographie oder Elektro- 
phorese iiblicher Papierstreifen (Whatman Nr. 1, 25/300 mm), der gegen Finger. 
beriihrung durch einen Cellophanumschlag geschiitzt war, an der Giftauftragsstelle 
abgebogen. Wahrend die Spinne mit den Fingern festgehalten wurde, wurde ihr 
zwischen den Helizeren der Rand des Papierstreifens eingefiihrt. Durch vor- 
sichtige, leichte Reizung gelang es, die Spinne dazu zu bringen, in den Rand des 


1K. N. Pavlowsky, Gifttiere und ihre Giftigkeit, Verlag G. Fischer, Jena 
1927, 8.155; M. Phisalix, Animaux venimeux et venins, Masson et Cie. Paris 1922, 
S. 223; S. Bettini, Rend. Ist. super. Sanita 17, 333 [1954]. 

2 R. G. Tobaru. E. Vildosola, Revista de Medicina [Valparaiso], 17, Nr.7,1 
[1944]. 
3 R.G. Tobar, Prensa méd. argent. 6, Nr. 28,3 [1941]; Z. Mareti¢é, Acta 
tropica [Basel] 8, 136 [1951]; Z. Maretié u. F. JelaSié, ebenda 10, 209 [1953]. 

4 D. Lebez, diese Z. 298, 73 [1954]. 
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Papierstreifens zu beiBen. Das Papier wurde an der Stelle des Bisses voriibergehend 
sichtbar angefeuchtet, ein Zeichen, daB die Spinne das Gift ausgestoBen hat. Auf 
diese Weise kann man einige Bisse in einer Reihenfolge entlang der Auftragungs- 
linie am Papierstreifen auftragen, was nach unserer Erfahrung fiir die chromato- 
graphischen und elektrophoretischen Untersuchungen ausreicht. 

Bestimmung der Toxinmenge eines Bisses: Filterpapierstiicke von 
etwa 1 cm? wurden im Exsiccator iiber Calciumchlorid getrocknet, darauf 1 Stde. 
neben der Waage an der Luft stehen gelassen und dann abgewogen. In jedes Stiick 
Filterpapier lie8 man die Spinne einmal beiBen, trocknete das Gift wie oben und 
wog abermals auf der Mikrowaage. 

Mit derselben Technik wurde auch die Wasserstoffionenkonzentration des 
Giftes bestimmt. Statt des Filterpapiers verwendeten wir zu diesem Zweck Univer- 
salindikatorpapier (Narrow range indicator paper B. D. H., Empfindlichkeitsgrenze 
0,3 px), welches mit einer Pufferlésung im gleichen Bereich und mit einem Iono- 
meter nach Beckman gepriift wurde. 

Papierelektrophorese: Fiir einen Versuch geniigte die Giftmenge von 
zwei Bissen in den weiter oben beschriebenen Papierstreifen. Die Apparatur fiir 
die Elektrophorese lehnte sich an die Arbeiten von Grassmann, Hannig und 
Knedel an®. Verwendete Puffer: Veronal-Veronalnatrium-Puffer, py 8,6 (Ionen- 
stirke 0,05; 5 Volt/em; 0,75 mA; Whatman Nr. 1; 20 Stdn.; etwa 1 mg Toxin), 
oder Phosphatpuffer, px 9,2 (Ionenstarke 0,066; 4 Volt/em; 1 mA; Whatman Nr. 1; 
20 Stdn.; 0,01 com Serum). Die EiweiBbanden wurden nach Jencks, Jetton und 
Durrum® mit 0,01-proz. Bromphenolblau in waBr. 5-proz. Essigsiure und 5-proz. 
Zinksulfat sichtbar gemacht. Die Papierstreifen waren mit Paraffinél (unter Zusatz 
von 15-proz. Cedax, Behringwerke) behandelt und Millimeter fiir Millimeter 
mit Fishers Elektrophotometer unter Anwendung einer speziell eingebauten An- 
ordnung mit Griinfilter (525 B) photometriert. 


Die Papierchromatographie wurde nach der von dem einen 
von uns schon friither beschriebenen Methode ausgefiihrt’. Die Chromato- 
gramme (Papierstreifen 25/300 mm, Whatman Nr. 1) wurden auf- 
steigend mit einer Serie von Kochsalzlésungen in steigenden Konzen- 
trationen (2,33 10-2 bis 23,38-proz.) mit dem Verdiinnungsfaktor 
{ = 2,15 entwickelt. Fiir jeden Zentimeter des Chromatogramms wurde 
eine Salzl6sung von groBerer Ionenkonzentration verwendet. 

Herstellung des Spinnengift-Antitoxins: Wegen der auBer- 
ordentlichen Empfindlichkeit des Pferdes gegen Latrodectusgift®, wurde 
ein 6 Jahre alter, 80 kg schwerer Esel zur Herstellung des Immunserums 
verwendet. Der ImmunisierungsprozeB dauerte 53 Tage. Die erste 
intravenése Injektion enthielt 1/;, der aus einem Paar herauspriapa- 
rierter Giftdriisen mit 0,85-proz. Kochsalzlésung extrahierten Gesamt- 
EiweiBstoffe. Die Einverleibung wurde jeden dritten bis fiinften Tag 
wiederholt, und zwar war jede Dosis doppelt so groB wie die vorher- 
gehende. Die letzte Dosis enthielt den Extrakt von insgesamt zehn 
Giftdriisen. Am neunten Tag nach der letzten Injektion wurde dem 


5 W. Grassmann, R. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]. 

6 W.P. Jencks, M.R.Jetton u. E.L. Durrum, Biochem. J. 60, 205 
[1955]. 

7 M. Piantanida u. N. Mui¢, Arch. Biochem. Biophysics 46, 110 [1953]; 
ebenda 57, 334 [1955]. 

8 Bei einem friiheren Immunisierungsversuch kam es zum Verlust des 
Pferdes (Z. Maretié u. M. Stani¢, Bull. World Health Organis. 11, 1007 [1954)). 

6* 





2 N. Muié, M. Stanié und A. Meniga, Bd. 305 (1956) 
Tiere 1000 com Blut aus der Halsvene unter sterilen Bedingungen ent. 
nommen und das Serum im LEisschrank bei +5° vom Blutkuchen 
getrennt. 

Zur Bestimmung der toxischen Wirksamkeit dienten weiBe Miuse 
von 18—20 g K6rpergewicht. Als dosis letalis minima (D. L. M.) wurde 
diejenige Menge des Giftauszuges bezeichnet, welche, in steriler Koch. 
salzlésung (0,85-proz.) der Maus in die Schwanzvene eingespritzt, das 
Tier binnen 8—24 Stdn. tétete. Die Titration des Immunserums wurde 
mit einer Lésung der GifteiweiBstoffe ausgefiihrt. Wir extrahierten 
(24 Stdn.) ein Paar Giftdriisen in 10 ccm 0,85-proz. Kochsalzlésung im 
Kisschrank bei +5°. 0,25 ccm dieses Giftauszuges stellten die D. L. M. 
fir eine Maus von 20 g dar. Fiir die Titration des Serums wurde eine 
Serie progressiver Verdiinnungen (1:12,5; 1:25; 1:37,5; 1:50; 1:75) 
bereitet. Zu je 1 ccm dieser Verdiinnungen wurde 1 cem des oben er. 
wahnten Giftauszuges zugefiigt und nach 1 Stde. 0,5 cem den Miusen 
intravenés eingespritzt. Auf diese Weise erhielten die Mause 1 D. L. M. 
und 0,5 cem folgender Serumverdiinnungen 1:25; 1:50; 1:75; 1:100; 
1:150. Fiir jeden Titrationsversuch wurden 10 Mause verwendet. 


Versuchsergebnisse und Diskussion 


Die Verwendung des Papiers als Gifttriger erméglichte uns, das 
Geschehen wahrend der Giftentnahme zu iiberwachen und jede Méglich. 
keit einer Mischung der Giftfliissigkeit mit den EiweiBstoffen des Magen. 
darmkanals auszuschlieBen. Die Toxinmenge, die bei einem BiB aus. 
gestoBen wurde, betrug durchschnittlich 0,5 mg. 

Die Werte, die fiir die Giftmenge eines Spinnenbisses im Schrifttum gewéhnlich 
angegeben sind, scheinen von der Methode der Giftentnahme abhangig zu sein? * 91°, 
Nach unseren Erfahrungen kann man von zehn Spinnen durch Reizung nur zwei 
bis drei zum GiftausstoBen bringen, was bei der Giftentnahme von mehreren 
Spinnen an einem Tampon schwer zu ersehen war. Die auf diese Weise berechnete 
Giftmenge eines Bisses wurde deshalb immer zu klein gefunden. Bei unserer 
Methode indessen ist jeder BiB am Papierstreifen gut erkennbar und ein Fehler 
dadurch ausgeschlossen. Doch glauben wir, daf auch unsere Ergebnisse wegen 
der Hygroskopizitat des Papiers und des Giftes nicht als endgiiltig anzusehen sind. 

Das trockene Gift wird verhaltnismaBig rasch denaturiert. Am 
Papier getrocknet, kann es nach kurzer Zeit sogar mit 10-proz. Kochsalz- 
lésung nicht mehr ganz extrahiert werden. Zwei Monate altes, am Papier 
getrocknetes Gift wurde im Tierversuch fiir weiBe Miause fast als un- 
giftig gefunden. Das frische, waihrend der warmen Sommerzeit ent- 
nommene Gift reagiert alkalisch (pq 8,2 + 0,3). 

Trennung durch Elektrophorese und Chromatographie: 
An einem mit frischem Gift gewonnenen Elektropherogramm konnten 
durch Anfaérbung mit Bromphenolblau sechs EiweiBkomponenten mit 
verschiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten unterschieden werden 


® J. Vellard, Le Venin des Araignees, Masson et Cie. Paris 1936, S. 66. 
10S. Bettini, L. Ravaioli u. G.Cantore, Rend. Ist. super. Sanita 17, 
192 [1954]; M. Stani¢, Acta tropica [Basel] 10, 225 [1953]. 
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(Abb. 1). Durch zweifache Anfiérbung mit Bromphenolblau und Nin- 
hydrin (0,2-proz. in Athanol) konnten wir noch zwei weitere Kompo- 
nenten erkennen, die sich offenbar nur mit Ninhydrin farbten. Eine der 
beiden Komponenten befindet sich am Pherogramm zwischen den 
Komponenten b und c, waihrend die andere zwischen e und f erscheint. 





| 
E 











Abb. 1. Elektrophorese des Latrodectusgiftes. Veronal-Veronalnatrium-Puffer, 
px 8,6; Ionenstarke 0,05; 5 Volt/em; 0,75 mA; Whatman Nr. 1; etwa 1 mg Toxin; 
20 Stdn.; Anfarbung mit Bromphenolblau. 





Die Papierchromatographie des Latrodectustoxins wurde 
an Papierstreifen aufsteigend ausgefiihrt. Da mit Butanol- 
Essigsiure-Wasser- oder Phenol-Wasser-Gemischen keine 
befriedigenden Ergebnisse erhalten wurden, arbeiteten wir 
mit Salzlésungen in steigenden Konzentrationen, die schon 
friher? von uns mit Erfolg bei Untersuchungen von EiweiB- 
gemischen verwendet wurden. Eine vollstaéndige Trennung 
der EiweiBstoffe konnten wir auch damit nicht erreichen, 
denn die Fraktionen 3, 4, 5 (Abb. 2) enthielten alle sechs 
bei der Elektrophorese bestimmte und mit Bromphenol- 
blau sich farbende Komponenten. Doch konnten auf diese 
Weise die Komponenten 1 und 2, die nur mit Ninhydrin 
reagieren, besser anschaulich gemacht werden. 








Abb. 2. Eindimensionales Chromatogramm des Latrodectusgiftes, 

entwickelt mit Natriumchloridlésungen steigender Konzentration 

2,33 x 10-2 bis 23,38-proz., Verdiinnungsfaktor 2,15. Anfarbung 
1,2 mit Ninhydrin, 3, 4,5 mit Bromphenolblau. 











Versuche mit dem Immunserum: Das toxische Prinzip des 
Rohgiftes besitzt héchstwahrscheinlich EiweiBnatur, da es wie auch 
andere EiweiBantigene nach parenteraler Einverleibung im Tierkérper 
die Bildung spezifischer Antitoxine anregt!1°. 1 com des gewonnenen 
Immunserums neutralisiert den Giftauszug von 10 Spinnengiftdriisen. 
Vor der weiteren Bearbeitung dieses Serums hielten wir es fiir wichtig, 
die elektrophoretischen Eigenschaften der spezifischen Antikérper gegen 
Latrodectustoxin naher zu untersuchen. Das Serum wurde fiir die 
Elektrophorese ohne irgendwelchem Konservierungsmittel beniitzt. Das 
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Pherogramm (Abb. 3) zeigt zwischen f- und y-Globulinen eine neue 
Komponente T, die bei normalem Eselserum fehlte, diese entspricht 
wahrscheinlich den Antitoxinen des Immunserums. 





| Abb. 3. Elektrophoresekurve deg 
Immunserums vom Esel gegen 


Latrodectustoxin. Phosphat-Puf- 
fer, pu 9,2; Ionenstairke 0,066; 
4 Volt/em; 1 mA; Whatman Nr. 1: 
0,01 ceom Serum; 20 Stdn.; Anfar. 
bung mit Bromphenolblau. 











Zusammenfassung 


Eine modifizierte Methode der Spinnengiftentnahme wurde be. 
schrieben. 

Bei der papierelektrophoretischen Untersuchung des Giftes von 
Latrodectus tredecimguttatus Rossi konnten sechs EiweiSkomponenten 
verschiedener Wanderungsgeschwindigkeiten unterschieden werden. 
Weitere zwei Komponenten des Giftes, die nur mit Ninhydrin reagieren, 
wurden papierchromatographisch nachgewiesen. Das gegen Latrodectus- 
gift hergestellte _Immunserum wurde elektrophoretisch analysiert. 


Summary 


A modified method for the collection of spider venom is described. 
Six protein constituents with different electrophoretic mobilities were 
distinguished when the venom of Latrodectus tredecimguttatus Rossi was 
examined by electrophoresis. Two further constituents which could 
only be stained with ninhydrin were detected by paper chromatography. 
The immune serum against Latrodectus toxin was analysed electro- 


phoretically. 
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Beobachtungen bei der Saurehydrolyse des Galaktogens 


I. Mitteil.: Bevorzugte Abspaltung der L-Galaktose 
im Verhiltnis zur D-Galaktose 
Von 
F. May und H. Weinland 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Erlangen 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mirz 1956) 


Die Saiurehydrolyse des Galaktogens fiihrt, wie wir in einer friiheren 
Arbeit zeigen konnten, im Endzustand der Spaltung zu einem Gemisch 
von 7 Teilen D- und 1 Teil L-Galaktose!. In der folgenden Untersuchung 
wird die Saéurehydrolyse, in Einzelkélbchen je unter gleichen Bedin- 
gungen durchgefiihrt, zu verschiedenen Zeiten abgebrochen und fest- 
gestellt, welches D: L-Verhaltnis in den abgespaltenen Galaktosen jeweils 
vorliegt. 

Die D- und L-Galaktose wurde aus gleichen Teilen der einzelnen 
Lésungen papierchromatographisch isoliert, aus den Ablagerungsstellen 
eluiert, das Eluat im Wasserbad eingeengt und jede Lésung auf ihre 
optische Drehung und Reduktion untersucht. 

Tab. 1 zeigt die in den einzelnen Lésungen gefundenen Konzen- 
trationen fir D- und L-Galaktose zusammen, bestimmt nach der von 
Larsson und Sveinsson? modifizierten Methode von Hagedorn- 
Jensen, und die ermittelten spezif. Mischdrehungen der Galaktose- 
lésungen. Bei diesem Vorgehen sind in den Analysenlésungen noch ge- 
wisse Mengen von Acetat, aus der Papierchromatographie stammend, 
enthalten, die aber die Reduktionsbestimmung mit Kaliumhexacyano- 
ferrat(III) nicht beeinflussen. 

Tab. 2 enthalt die Werte, die fiir Konzentration und [a]p der 
Galaktoselésungen erhalten wurden bei Wiederholung der Messungen 
nach Entsalzung iiber Ionenaustauscher. Die Konzentrationsbestim- 
mung dieser Lésungen wurde erginzt durch die Aldehydgruppenbe- 
stimmung nach Macleod und Robison? und die Makro-Reduktions- 
bestimmung nach Fehling, Lehmann und Schoorl‘. 

Die isolierten Galaktosefraktionen wurden auBerdem papierchro- 
matographisch auf Beimengung von Hydrolysenzwischenprodukten 


1 F. May u. H. Weinland, diese Z. 296, 154 [1954]. 

2 P. A. Larsson u. S. L. Sveinsson, Skand. Arch. Physiol. 88, 58 [1939]. 

3M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517 [1929]. 

4 A.W. van der Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Be- 
stimmung der Monosaccharide und Aldehydsauren, Gebr. Borntraeger, Berlin 1920, 


8. 120. 
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kontrolliert. Man findet darin héchstens Spuren der sog. Fraktion 1}, 
die weit iiber die Galaktose hinaus wandert (vgl. Abb. 1a); die Fraktion | 
ist dort nicht zu sehen. 


Tab. 1. 


(nach den MeBwerten in Tab. 6). 


Verhialtnis p-:L-Galaktose in den einzelnen Galaktoselésungen 





Hydro- 
lysenzeit 


Isolierte 
Galaktose 


Konzentra- 
tion der Ga- 
laktoselésg. 


[«]p der 


Galaktose- 


Entspr. in der Galaktose- 
lésung 





p-Galaktose 


L-Galaktose 


Stan. losung 2% 
43,6 
36,2* 
20,5 
22,2 
18,1 
14,8 
11,3* 


g% 


56,4 
63,8 
79,5 
77,8 
81,9 
85,2 
88,7 


/ 
8% 


3 0,47 
6 0,47 
9 0,93 
12 1,37 
18 1,78 
21 1,90 
24 1,30 


* Siehe Tab. 6. 





+10,2° 
+ 22,0° 
+47,2° 
+44,5° 
+51,0° 
+ 56,4° | 
+61,9° 

















Tab. 2. Verhaltnis p-:L-Galaktose in den einzelnen Galaktoselésungen nach Ent- 
; salzung (nach den MeSwerten in Tab. 8). 





Konz. d. 
Galaktose- 
lésung bei 

Polarisation, 
Mittelwert D-Galaktose | L-Galaktose 
£% £°/o B°/o 


54,7 45,3 
70,5 29,5 


sampte abgespaltene Galaktose nach 
eee were, entspr. in der entsalzten 


talaktoselésung 





Fehling 
Lehmann 
Schoorl 


mg 


Macleod 
Robison 


mg 


Hagedorn- 
Jensen 


lalp 





mg 





24,0 
6,2 


23,5 
6,1 


24,3 
7,0 


1,60 
0,43 


+ 17,5° 
+32,9° 


20,8 
18,4 
16,4 
16,7 
15,4 


79,2 
81,6 
83,6 
83,3 
84,6 


+ 46,8° 
+50,5° 
+53,7° 
+ 53,3° 
+55,3° 


1,34 
1,48 
1,36 
1,82 
1,32 


63,9 
72,9 
67,5 
90,0 
65,5 


70,5 
75,5 
68,0 
91,9 
66,5 























Das Verhaltnis D-:L-Galaktose in den einzelnen Lésungen ist er- 
rechnet aus den spezif. Drehungen. Durch die Behandlung mit Ionen- 
austauschern ist keine Verainderung der spezif. Drehungen erfolgt. Im 
18-Stdn.-Wert ist nach Lewatitbehandlung ein Verlust aufgetreten 
(Tab. 2). 

Wie Tab. 1 zeigt, ist der Wert an isolierter Galaktose nach 3 Stdn. 
23,6 mg, davon sind 43,6°%, L-Galaktose, entspr. 10,3 mg, und 56,4°% 
D-Galaktose, entspr. 13,3 mg. Im 21-Stdn.-Wert finden sich 15,6 mg L- 
Galaktose und 79,3 mg D-Galaktose. Die Resultate zeigen, daB nach 
3-stdg. Hydrolyse von der L-Galaktose bereits 66%, das ist ?/, des 
21-Stdn.-Wertes, abgespalten sind, wihrend der entsprechende Wert fiir 
D-Galaktose 16,7°,, das ist etwa !/, des D-Galaktosewertes von 21 Stdn., 
betragt. Das heiBt aber mit anderen Worten: die L-Galaktose wird be- 





Ent- 


Izten 
4 


.k tose 
lo 


Bd. 305 (1956) Saurehydrolyse des Galaktogens I 77 


vorzugt aus dem Galaktogenmolekiil abgespalten, die gleichzeitig ent- 
stehenden Oligosaccharide sind dann im wesentlichen L-galaktosefrei. 

Die quantitativen Beobachtungen werden qualitativ bestatigt durch 
folgenden Versuch mit an D-Galaktose gewohnter untergiriger Bierhefe: 
Wenn man die eluierten D- und L-Galaktosemischungen im Vakuum zur 
Trockne eindampft und daraus gleich konzentrierte Lésungen, bezogen 
auf Gesamtgalaktose, herstellt, diese Losungen chromatographiert und 
die erhaltenen Chromatogramme vergiart, so enthalt das Chromato- 
gramm des 3-Stdn.-Wertes nach Anfarben mit Benzidin am meisten 
L-Galaktose (vgl. Abb. 1b). 





ee eee = ad 





ee 

















2 16 ‘Test 21 24 Stdn 6 2 15 Test 2? 24 Stan 
Abb. la. Abb. 1b. 


Abb. la. Chromatogramme der zu verschiedenen Zeiten der Hydrolyse isolierten 
Galaktose. Test: Galaktose plus Milchzucker. 


Abb. 1b. Chromatogramme aus denselben Galaktoselésungen wie in Abb. la, 
vor Sichtbarmachung mit Benzidin drei Stdn. mit an p-Galaktose gewéhnter 
untergiriger Bierhefe vergoren. Test: D-Galaktose, hier vergoren! plus Milchzucker. 


Einbeziehung der obigen Messungen in den gesamten 
Hydrolysenverlauf 


In Tab. 3 finden sich neben den gefundenen Gesamtgalaktose- 
werten und denen der beiden optischen Antipoden (ermittelt aus Tab. 1 
u. 2) zusitzlich noch berechnet die Milligrammwerte an D- und L- 


Tab. 3. Gesamte abgespaltene Galaktose in den invertierten Lésungen der Tab. 4. 





Abgespalten Gesamt- Gesamtgalaktose aufgeteilt 

“th enthaltend 

om Galaktose (D + L) (bezogen auf D-Galaktose L-Galaktose 
‘ 100% der Mi- 

dro- entspr. schung) entspr. 

lyse | gefunden | in 10 ccm |p.Galak-|L-Galak-| gefunden | 110 ccm 

invert. tose tose invert. 

Lésung Lésung 








entspr. 
in 
gefunden | 10 ccm 
invert. 
Lésung 


Stdn. mg mg % % mg mg mg 





23,93 55,7 55,5 13,28 30,9 24,8 
— -- 67,2 — _ _ 
46,50 108,1 79,5 36,97 86,0 22,1 
67,90 157,9 78,5 53,30 124,0 33,9 
83,10 193,3 81,6 67,81 157,7 35,6 
89,10 207,2 82,7 73,69 171,4 35,8 
93,50 217,4 84,2 78,73 183,1 34,3 
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Galaktose in den 10 cem der urspriinglich invertierten Lésungen. Diese 
sind ermittelt unter Einrechnung von 14°, Papierverlusten fiir die 
Suchstreifen. AuBerdem muBte in Tab.3 der 12-Stdn.-Wert um 3°, 
erhéht werden wegen eines nicht extrahierten Chromatogrammanteils, 
der 15-Stdn.-Wert um 10%, entsprechend dem im experimentellen Teil 
S. 83 erwahnten Verlust. Von den beiden 18-Stdn.-Werten wurde nur 
der vor der Lewatitbehandlung verwendet. 


| 100 
% 











Abb. 2. Wechselnder Prozentgehalt der 
abgespaltenen Galaktose an beiden op- 
tischen Antipoden. 
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In Abb. 2 ist die zeitliche Veranderung der zu 100°, angenommenen 
Gesamtgalaktoselésungen in ihrem D- und L-Galaktosegehalt graphisch 
dargestellt. Die Zeit von 0—3 Stdn. ist vorlaufig ergainzt unter der An- 
nahme, daB zu Beginn der Hydrolyse reine L-Galaktose abgespalten 
wird. (Dieser Anfangsteil der beiden Teilkurven wird zur Zeit genauer 
untersucht.) Etwa zur Zeit 2 Stdn. schneiden sich die Kurven, ent- 
sprechend der nun aus den praktisch L-freien Oligosacchariden iiber- 
wiegend abspaltbaren D-Galaktose. Beide Kurven nahern sich schlieBlich 
einem Endwert, der bei vollstandiger Hydrolyse das wahre Verhiltnis 
der beiden Antipoden im Galaktogen ergibt. 





Abb. 3. Verlauf der Hydrolyse; 
a Gesamtreduktion, b abgespal- 
tene D-Galaktose, c abgespal- 
tene L-Galaktose, d vorliegende 
Spaltstiicksmenge (Hydrolysen- 
zwischenprodukte). 
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In Abb. 3 sind schlieBlich die Einzelkurven beim Verlauf der Inver- 
tierung des Galaktogens nach den obigen Messungen gezeichnet. Die 
Kurve a ist die Gesamtreduktion der einzelnen Hydrolysenloésungen 
(vgl. Tab. 4), die Kurve b die Reduktion der D-Galaktose, die Kurve ¢ 


die Reduktion der L-Galaktose. Die Kurve d ergibt sich durch Abzug der 
D- und L-Galaktose von der Gesamtreduktion. In ihr sind enthalten alle 
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Tab. 4. Invertierte Lésungen: Verhalten von Reduktion und spezif. Drehung 
(nach den MeBwerten in Tab. 5). 





%-Gehalt der invertierten Lésungen 
nach Trockengewicht Spezif. Drehung 

Hydro- 
lysen- nach Reduk- ; 
‘zeit mit Asche aschefrej | tion berech- aus Trockengewicht aus Reduktion 
net als 


Galaktose ; 3 berechnet als 
Stdn. 2% g% 2% mit Asche aschefrei Galaktose 


2,95 1,04 +17,6° +18,6° +52,9° 
3,05 1,70 +30,3° +31,8° +57,0° 
2,93 2,02 +37,0° +38,5° + 56,0° 
2,91 2,38 +45,8° +47,4° +58,0° 
2,64 2,39 +50,0° +51,9° + 57,3° 
2,93 2,71 +51,6° + 53,6° +57,9° 
2,91 2,77 +53,4° + 56,0° +58,8° 
2,86 2,78 +54,3° + 57,3° + 59,0° 





























at it Sato nts peony Betis 


crewtree vantiness 








a a a 





ne 2 ee oe ee ee ee oe 8 


Abb. 4. Papierchromatographisches Bild der verschieden lange invertierten 
Lésungen nach Neutralisation. Test: Galaktose plus Milchzucker. 


verschieden groBen Spaltstiicke (zwischen Di- und Pentasacchariden 
gelegen) zu verschiedenen Zeiten. Ihr Maximum liegt bei 9 Stdn., in 
guter Ubereinstimmung mit dem chromatographischen Bild der Hydro- 
lyse (vgl. Abb. 4). Von hier ab werden die Spaltstiicke weniger und im 
Durchschnitt kleiner, die gr6Bten diirften bereits verschwunden sein. 

Wenn auch die Kurven im wesentlichen in ihrem Verlauf den Vor- 
gang zeigen, so ist es doch nicht so, daB man zu jeder Zeit der Hydrolyse 
durch Addition der D- und L-Galaktose den Verlauf der Gesamtreduktion 
erkliren kann. Gegen Ende der Hydrolyse erscheint vielmehr der Wert 
fir abgespaltene Galaktose gegeniiber der Gesamtreduktion zu klein. 
Je linger die Hydrolyse dauert, um so bemerkbarer wird die Beeinflus- 
sung der Galaktosekurve und der Gesamtreduktion durch folgende Fak- 
toren: 

Die fortschreitende, zunaichst unkontrollierbare Zerstérung von 
Galaktose durch die Saureeinwirkung fiihrt bei der darauffolgenden 
chromatographischen Isolierung der Galaktose zu Fehlbetragen. Ande- 
rerseits zeigen sich die Umwandlungs- und Zerfallsprodukte der Galak- 
tose bei der Sichtbarmachung der Saccharide auf dem Chromatogramm 
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nicht. Bei der Messung der Reduktion kénnen jedoch diese Produkte 
ebenfalls Reduktion zeigen, unter Umstinden sogar vermehrte. Unter 
diesen Bedingungen steigt die Kurve der Gesamtreduktion noch weiter 
an, obwohl Galaktose verschwindet. 


Beziehungen zwischen spezif. Mischdrehung der abgespal. 
tenen Galaktosen und spezif. Mischdrehung der Spalt. 
stiicksgemische 


Wie der Vergleich von Tab. 3 und 4 zeigt, ist die spezif. Drehung 
(bzw. richtiger spezif. Mischdrehung) der jeweiligen isolierten D- und 
L-Galaktosemischung mit der der ungetrennten, invertierten Gesamt- 
lésungen, die also D- und L-Galaktose mit samtlichen Spaltstiicken ent. 
halt, von der 6. Stde. der Hydrolyse ab immer die gleiche. Die Abb. 5 


| 504 
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Abb. 5. Anderung der spezif. 


20 Drehung bei fortschreitender 
g 

Hydrolyse; a Hydrolysenlésun- 

gen, b abgespaltene Galaktosen. 
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zeit unter a den Kurvenverlauf fiir das Misch- {«]p der inverten Ge- 
samtlésungen, unter b den fiir das Misch- [«]p des isolierten D-und L- 
Galaktosegemisches. Die Kurven sind unter Verwendung der Aus- 
gangsdrehung des Galaktogens von —16,5° und der der L-Galaktose von 
—80° auf den Anfangszustand ergiinzt. 

Die Gleichheit der Misch- [x ]p-Werte ab der 6. Stde. zeigt, daB die 
jeweils vorhandenen Spaltstiicke durch Abbau ihren [«]p-Wert so ein- 
stellen, daB er immer gleich ist dem [«]p des Gemisches der D- und L- 
Galaktose, d.h. der jeweils freien Hexosen, das durch Bildung neuer 
Galaktose laufend geandert wird. Gesamthydrolyse, Monosaccharide und 
Zwischenprodukte zeigen also, einzeln betrachtet, ab 6 Stdn. zu jeder 
Zeit jede den gleichen [«]p-Wert. Dies ist ein interessanter Befund, der 
hier erstmalig erhoben wird. 

Inwieweit man von einer Regulierung der Saureinvertierung in 
Abhangigkeit von der spezif. Drehung sprechen darf, soll nach Festlegung 
der spezif. Drehungen médglichst aller isolierten Zwischenprodukte in 
einer weiteren Arbeit behandelt und ausgewertet werden. In dieser wird 
auch die in Tab. 4 aus Reduktion berechnete spezif. Drehung, die im 
Gegensatz zur spezif. Drehung berechnet aus Trockengewicht in der Ge- 
samthydrolyse nach 6 Stdn. eine Konstante darstellt, diskutiert werden. 





> (1956) 


»dukte 
Unter 
Weiter 


Spal. 
palt. 


ehung 
- und 
samt- 
n ent- 


Abb. 5 


1 Ge- 
id L- 
Aus- 


> Von 


B die 
) ein- 
id L. 
1euer 
» und 
jeder 
, der 


Bd. 305 (1956) Saurehydrolyse des Galaktogens I 81 


Ursache fiir die bevorzugte Abspaltung der L-Galaktose 


Fir die bevorzugte Abspaltung eines Zuckers waihrend der Saure- 
hydrolyse sind nur zwei Ursachen bekannt: 

1. Das Vorliegen eines Zuckers in Furanoseform®. Dies ist, wie 
Bell und Baldwin durch Methylierungsversuche zeigten, fiir die L- 
Galaktose im Galaktogen nicht der Fall. Sie liegt ebenso wie die D- 
Galaktose als Pyranose gebunden vor‘®. 

2. Das Vorliegen der Glykopyranosen in «-Konfiguration’. Da fiir 
die L-Zucker nach Hudson® die Stellung der H- und OH-Gruppen auch 
fir C! das Spiegelbild der D-Zucker ist, ist die «-L-Galaktose auch fiir C! 
das Spiegelbild der «-D-Galaktose; d. h. die Reihenfolge der H und OH- 
Gruppen auf einer Seite des Molekiils ist gleich. Nachdem die L-Galaktose 
so leicht abspaltbar ist, muB sie im Galaktogen «-glykosidisch gebunden 
sein, im Gegensatz zu der f-glykosidisch gebundenen D-Galaktose, bei 
welcher sich die 6-Bindung direkt nachweisen laBt*. 

Offensichtlich hat das Molekiil nach Abspaltung der L-Galaktose an 
dieser Stelle einen locus minoris resistentiae fiir Siure gewonnen, so da 
dann Spaltstiicke geregelter GréBe entstehen, die nun wegen Erhéhung 
ihrer Molkonzentrationen fiir die Abspaltung der D-Galaktose giinstigere 
Voraussetzungen schaffen. 

Die letzten Anteile L-Galaktose im Galaktogen bleiben linger in 
Bindung, weshalb man noch nach 12 Stdn. eine geringe Vermehrung der 
L-Galaktose beobachten kann. Fiir diese siureresistenten L-galaktose- 
haltigen Spaltstiicke ist wahrscheinlich, daB sie als Trisaccharid-mono- 
phosphorsiiureester mit L-Galaktose in der Seitenkette anzusprechen 
sind, die zwar in sehr geringer Menge, aber sicher gefunden wurden und 
deren Aufspaltung selbst bei héherer Séurekonzentration auBerordent- 
lich viel langsamer als die von phosphorfreien Galaktogenspaltstiicken 
erfolgt*. 


Beschreibung der Versuche 
Galaktogen-Ausgangslésung 


Etwa 10g Galaktogen, dargestellt aus den Eiern von Helix pomatia in der 
Darstellungsperiode 1934—38°, wurden in 100 ccm aqua bidest. gelést, die Loésung 
14, Stdn. bei 3000 Touren zentrifugiert und die klare iiberstehende Fliissigkeit im 
MeBkélbchen auf 150 ccm aufgefillt (Galaktogen-Ausgangslésung). 

Optische Drehung im 10-cm-Rohr: —0,98° + 0,02° (Mittelwert aus 10 Ab- 
lesungen). 

Trockengewicht und Asche: 5ccm der Lésung wurden im Platintiegel 
auf dem Wasserbad vorsichtig eingedampft und anschlieBend bei 120° gewichts- 


5 W. W. Pigmanu. R. M. Goepp, Chemistry of the Carbohydrates, Academic 
Press New York 1948, S. 206. 

6 J. 0. Bell u. E. Baldwin, J. chem. Soc. [London] 1941, 125. 

7 1.0.5, S. 437. 

8 C.S. Hudson, J. Amer. chem. Soc. 60, 1537 [1938]; s. auch Pigman 
u. Goepp, I. ¢.5, S. 55. 

* F. May, Z. Biol. 95, 277 [1934]. 

* Wird in einer der nachsten Mitteilungen behandelt. 
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konstant getrocknet: Trockengewicht samt Asche 304,0 mg. Nach vorsichtiger 
Veraschung iiber kleiner Flamme: 7,0 mg Asche. 

Reduktionsvermégen: 2 mal 1 ccm der Lésung ergaben, nach Fehling. 
Lehmann-Schoorl titriert, im Mittel: 1 com = 0,02 + 0,01 com n/10-Thiosulfat, 
entspr. 0,0 mg Galaktose. 

Auswertung: Die obigen Analysen ergeben fiir die Galaktogen-Ausgangs. 
lésung: Konzentration aschehaltig 6,08 g°/,, aschefrei 5,94 g%, spezif. Drehung 
aschehaltig — 16,1°, spezif. Drehung aschefrei — 16,5°. 

Reduktionsvermégen nach Fehling-Lehmann-Schoorl: negativ. 


Hydrolyse 

In 8 MeBk6lbchen von 10 ccm Inhalt wurden je 5 com Galaktogen-Ausgangs. 
lésung gebracht und mit 5 ccm 0,2-n. H,SO, versetzt. Die Kélbchen wurden alle 
zu gleicher Zeit in ein siedendes Wasserbad gebracht, in Abstanden von 3 Stdn. aus 
dem Wasserbad wieder entnommen und sofort abgekihlt. 

Neben dieser Versuchsreihe wurden in einem Versuch 5 ccm der Galaktogen. 
Ausgangslésung mit 5 ccm 2-n. H,SO, versetzt. Mit dieser Schwefelsiurekonzen- 
tration erreicht man bei Galaktogen nach 6 Stdn. sicher den Endzustand der 
Spaltung. Dieser Einzelversuch diente als Vergleich dafiir, ob nach 24 Stdn, 
Spaltung mit n/10-H,SO, ebenfalls die Spaltung ihren Endzustand erreicht hat. 
Dann muBten die Titrationswerte der beiden Lésungen iibereinstimmen. 

Neutralisation: Die in den verschiedenen Kélbchen verschieden lange 
invertierten Galaktogenlésungen wurden in Zentrifugenglaser iibergefiihrt, mit der 
berechneten Menge Bariumcarbonat versetzt und jeweils soviel BaCO, nach. 
gegeben, bis die Neutralisation erreicht war (Universalindikatorpapier Merck). 
Der Bariumsulfatniederschlag wurde abzentrifugiert und die klaren iiberstehen- 
den Lésungen in 10-cem-MeBkélbchen zur Marke aufgefiillt (invertierte Lé- 
sungen). 

Die invertierten Liésungen dienten: 

. zur Bestimmung der optischen Drehung, 

. zur Bestimmung von Trockengewicht und Asche, 

. zur Bestimmung des Reduktionsvermégens nach Fehling-Lehmann.- 
Schoorl, 

. zu papierchromatographischen Untersuchungen, 

. zur papierchromatographischen Abtrennung der D- und L-Galaktose. 

Die unter 1.—3. durchgefiihrten Messungen zeigt Tab. 5. Man sieht, daB die 
optische Drehung und das Reduktionsvermégen im Laufe der Hydrolyse mit 
n/10-H,SO, fortlaufend ansteigen. Nach 21—24 Stdn. erreicht die Reduktion den- 
selben Wert wie bei 6-stdg. Spaltung mit n-H,SO,. Die 8.79 wiedergegebene 
Tab. 4 ist aus den Messungen der Tab. 5 errechnet. 

Papierchromatographisches Bild der Untersuchungsreihe (Abb.4): 
Je etwa 10 cmm der neutralen invertierten Lésungen wurden als Strich aufgetragen, 
im Null-Stdn.-Wert (= ,,Beginn‘‘) 10 cmm der Galaktogen-Ausgangsliésung. Be- 
dingungen: absteigendes Verfahren, Butanol-EHisessig-Wasser 4:1:5, Laufzeit 
96 Stdn., Entwicklung Benzidin. 

Papierchromatographische Abtrennung der p- und L-Galaktose: 
Je 5ccm der invertierten Lésungen wurden im Vak. bei 20° und 10 Torr unter 
Kontrolle des pp zur Trockne eingeengt, anschlieBend mit 1,2 com Wasser auf- 
genommen und jede der so erhaltenen Lésungen auf 4 Chromatographiebogen 
(Schleicher & Schiill 2043b) als Startstrich entlang der Bogenschmalseite auf- 
getragen. Bedingungen fiir die chromatographische Trennung wie oben. 

Lokalisierung der Ablagerungen: pro Bogen wurden zehn 5 mm breite Such- 
streifen eingelegt, was einen Verlust von durchschnittlich 14% der auf jedem 
Bogen abgelagerten Galaktose bedeutet. Beim Ausschneiden der Galaktosezonen 
wurde jeweils die Halfte des leeren Zwischenraumes bis zur Nachbarzone mit- 
verwendet. 
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Tab. 5. Invertierte Lésungen: MeBwerte zu Tab. 4. 





Reduktion nach Fehling- 
Trockengewicht 110° Lehmann-Schoorl 


Hydrolysen- | Opt. Drehung ia Zocm in 1 ccm im Mittel 
zeit 10-cm- Rohr + 
Mittelwerte mit Asche aschefrei | n/10-Thiosulfat | P&T “18 Galak- 


Stdn. mg mg mg 


+0,55° 62,6 59,0 10,4 
+0,97° 63,9 61,0 17,0 
+1,13° 61,0 58,6 20,2 
+1,38° 60,1 58,2 23,8 
+1,37° 55,0 52,7 23,9 
+1,57° 60,7 58,5 27,1 
+1,63° 61,0 58,1 27,7 
+1,64° 60,3 57,2 27,8 











r 0 2 
6 Stdn. + 1,70 56,6 53,3 27,8 

















* Von dem 15 Stdn.-Wert ging vor Auffiillen zur Marke etwa 10°/, zu Verlust. Da hierdurch 
das Verhiltnis der einzelnen Substanzen in der Lésung nicht verindert wurde, konnte die Probe 
trotzdem fiir Messungen betreffend das Verhiltnis bD-Galaktose: L-Galaktose mit verwendet werden. 
Die Lésung wurde deshalb weiter mitgefiihrt. 


Extraktion: Nach Zerkleinern und Wiegen des Papieres (im Durchschnitt 
28 g fiir eine Hydrolyse) wurde jede Galaktosefraktion viermal mit der 8-fachen 
Menge Wasser von 45° extrahiert. 

Einengung: Die filtrierten Extrakte wurden im Vak. eingeengt und schlieBlich 
in MeBkélbchen auf 5 ccm aufgefiillt (Galaktoselésungen). 


Untersuchung der Galaktoselésungen 


Die Messung der optischen Drehungen erfolgte jeweils 12 Stdn. nach dem 
Auflésen der Galaktose, damit u. U. auftretende Mutarotation sicher abgeklungen 
war. Gemessen wurde im 10-cm-Halbmikrorohr mit 1 com Fassungsvermégen. 
MeBwerte siehe Tab. 6; es sind Mittelwerte aus 10 Ablesungen. 

Die Reduktion wurde nach Hagedorn-Jensen, abgewandelt nach Larsson- 
Sveinsson, bestimmt. Da die polarisierten Lésungen nicht unmittelbar fiir diese 
Bestimmung verwendet werden konnten, muBten entsprechende Verdiinnungen, die 
in Tab. 6 mit aufgefiihrt sind, gemacht werden. 

Die Umrechnung der Tab. 6 auf die Mengen an isolierter D-plus-L-Galaktose, 
die Konzentration der zur Polarisation verwendeten Lésungen und die spezif. 
Drehungen ist durchgefiihrt in Tab. 1, S. 76. 

Entsalzung der Galaktoselésungen: Verwendete Ionenaustauscher: 
Lewatit KS, frisch regeneriert mit 5-proz. Salzsiure, Lewatit M1, frisch regeneriert 
mit 2-proz. NaOH. Jede Galaktoselésung wurde als ganze auf den Kationen- 
austauscher gebracht (Adsorptionsschicht 3,5 cm hoch, 1,8 cm im Durchmesser) 
und der saure Durchlauf anschlieBend durch eine gleiche Adsorptionsschicht des 
Anionenaustauschers geschickt. Zur quantitativen Auswaschung der Zucker wurde 
mit kleinen Wassermengen von 5 ccm, die hintereinander durch beide Lewatite 
liefen, nachgespilt, Gesamtwassermenge fiir jede Galaktosefraktion 250 ccm. 

Diese Fliissigkeitsmenge wurde im Vak. eingeengt und schlieBlich in gewogenen 
Glasschalchen zur Trockne gebracht. Mit Ausnahme des 3- und 6-Stdn.-Wertes 
kam die Galaktose zur Kristallisation. 

Papierchromatographische Untersuchung auf Einheitlichkeit 
(Abb. la): Jede Galaktosefraktion wurde mit soviel Wasser versetzt, daB etwa 
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Tab. 6. Galaktoselésungen: MeBwerte zu Tab. 1. 





Verdiinnung]| aus Verdiin-| Verbrauch 

arhons der polaris. nung n/20C-Thio-| entspr. 
Galaktose- | z. Analyse sulfat Galaktose 

10-cm-Rohr} Tsung | verwendet | im Mittel Bemerkungen 


Mittelwerte 
com ad ccm ccm com y 


0,05° | 0,lad3 1 1,325 157,5 
0,10° 0,05ad3 1 1,661 78,8 |GroBer Verlust vor 
Abtrennung = der 
Galaktose. Isolier- 
te Galaktose auf 
1,5 ccm aufgefiillt. 
un- 2,56 Titration nach 
verdiinnt n/10 Fehling-Lehmann. 
Schoorl 








1,416 
0,826 


0,lad 10 


oe 


Keine Titration 


! 


0,lad 10 1,248 
0,470 
1,197 
0,377 
1,440 Ktwa 10% Verlust 
0,896 vor Abtrennung d, 
Galaktose. Dann 
Galaktose nur aus 
drei von vier Bo- 
gen eluiert. 


0,lad 10 


0,lad 10 




















3-proz. Lésungen entstanden, von denen pro Chromatogramm 10 cmm verwendet 
wurden. Vom 6-Stdn.-Wert konnte nur eine 1,2-proz. Lésung hergestellt werden. 
Bedingungen fiir die Chromatographie wie S. 82. 

Garversuch (Abb. 1b): Ein chromatographierter Bogen der 3-proz. Galak- 
tosefraktionen wurde vor Sichtbarmachung der Zucker mit Benzidin 3 Stdn. 
der Einwirkung von an D-Galaktose gewéhnter untergariger Bierhefe ausgesetzt, 
wobei die L-Galaktose, da nicht vergirbar, iibrig blieb 1+ 

Quantitative Untersuchung der entsalzten Galaktosefraktionen: 
Die einzelnen Galaktosefraktionen wurden je nach Rohgewicht in 1,5- oder 5-ccm- 
MeBkolbcher. iiberfiihrt und zur Marke aufgefiillt (entsalzte Galaktoselésun- 
gen). Mit diesen Lésungen wurden die folgenden Messungen und Analysen gemacht: 

1. Bestimmung der optischen Drehung, 

2. Reduktionsbestimmung nach Fehling-Lehmann-Schoorl, 

3. Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod- Robison, 

4. Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktose-Methode’). 


Um der jeweiligen Analysenmethode angepaBte Konzentrationen zu erreichen, 
wurden die jeweiligen Stammlésungen, die fiir die Polarisation dienten, fiir die 
verschiedenen Bestimmungen nicht gleichheitlich verdiinnt. Tab. 7 zeigt fiir jede 
Analysenmethode das Volumen der nunmehrigen Ausgangslésung. Dabei wurde 
wegen Substanzmangel die gesamte Menge der polarisierten Lésungen 1 so ver- 
diinnt, daB sie die Lésungen 2 ergaben, und aus den Lésungen 2 die entsprechenden 
Verdiinnungen fiir die Hagedorn-Jensen-Bestimmung vorgenommen. 


10 H. Weinland u. F. May, diese Z. 298, 153 [1953]. 
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Tab. 7. Verdiinnung der entsalzten Galaktoselésungen bei der Analytik von Tab. 8. 





A 18 ccm der polaris. Lésg. 1, aufgefiillt} Weiterverdiinnung von 
Hydrolysen- Pag ct m auf ccm fiir Fehling- Lehmann- lccem der Lésungen 2 
i Schoorl und Macleod- Robi fiir Hagedorn-Jensen 


zeit 
(Lésungen 1) (Lésungen 2) (Lésungen 3) 
ccm ccm ccm 





Stdn, 





1,5 10 
1,5 10 


] 
] 
18 
21 
24 


Cure CLO 











Die folgende Tab. 8 enthalt die analytischen Werte. Da diese, bei verschiede- 
nen Verdiinnungen gewonnen, nicht unmittelbar vergleichbar sind, wurden in 
Tab. 2, S. 76, die Mengen auf die gesamte abgespaltene Galaktose umgerechnet 
und aus den Mittelwerten die Konzentration der fiir die Polarisation verwendeten 
Galaktoselésungen errechnet. Im 18-Stdn.-Wert ist ein Verlust aufgetreten. 


Tab. 8. Entsalzte Galaktoselésungen: MeBwerte zu Tab. 2. 





Fehling-Lehmann- Macleod- Robison Hagedorn-Jensen 
Schoorl mit je 10 ccm mit je 1 ccm Lésg. 2 mit je 2 ccm der Lésg. 3 
Opt. Lésg. 2 aus Tab. 7 aus Tab. 7 aus Tab. 7 


Drehung 
10-em-Rohr | ”/ pot al entspricht | ”/ po gam entspricht | ”/ pe . entspricht 

r Galaktos G S 
Mittelwerte| im mitter | ®t | sin writter | FAlaktove | isn miter | *laktove 
cem ecm mg cem y 


+0,12° 2,76 2,12 0,94 194 
+0,14° 0,94* 1,34 0,61 140 








+0,63° 4,04 2,84 1,28 
+0,75° 4,30 3,23 1,46 
+0,73° 3,90 3,01 1,35 
+0,97° 4,20 3,22 1,44 
+0,73° 3,83 2,91 1,31 


* 5eem zur Titration verwendet. 


























Zusammenfassung 


Bei der Saéurehydrolyse des Galaktogens andert sich das Mengen- 
verhiltnis der freigesetzten D- und L-Galaktose in Abhaingigkeit von der 
Zeit, erklirbar durch die schnellere Abspaltung der L-Galaktose am 
Anfang. Offensichtlich liegt die L-Galaktose in «-glykosidischer Bindung 
vor. Der Abbau verliuft gesetzmaBig, offensichtlich im Sinne der An- 
strebung eines Gleichgewichtes zwischen den einzelnen Spaltstiicken. 

Die spezif. Drehung der Gesamthydrolyse, der Monosaccharide 
(D- plus L-Galaktose) und der jeweils vorhandenen Spaltstiicke ist 
gleich. 

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 305 


7 





Saurehydrolyse des Galaktogens I Bd. 305 (1956) 


Summary 


The ratio of D- and L-galactose formed in the acid hydrolysis of 
galactogen is a function of the time which is accounted for by the more 
rapid initial cleavage of L-galactose. The latter is apparently bound F 
through an «-glycosidic linkage. The degradation proceeds according to 
a mathematical relationship characterized by the tendency of the indi- 
vidual cleavage products to attain an equilibrium. The total hydrolysate, 
the monosaccharides D- and L-galactose and the cleavage products 
present at any given time all show identical specific rotations. 
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Beobachtungen bei der Saurehydrolyse des Galaktogens 


II. Mitteil.: Isolierung und Nachweis der auftretenden Disaccharide 
3B-D-Galaktosido-D-galaktose und 6B-D-Galaktosido-D-galaktose 
mit Spuren 6a-L-Galaktosido-D-galaktose 
Von 
H. Weinland 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Erlangen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mirz 1956) 


Die Spaltung von Galaktogen mit Mineralsiure verlauft bei schwa- 
chen Saiurekonzentrationen so langsam, daB Zwischenprodukte gefabt 
werden kénnen. Namentlich zwei Spaltstiicke, von mir Frakt. 3 und 4 
benannt, die sich bei papierchromatographischer Aufteilung gut ab- 
trennen (vgl. Abb. 1) werden in jedem Stadium der Hydrolyse auf den 
Chromatogrammen beobachtet. Anfangs tritt 
eine zunehmende Verstérkung dieser Ablage- 
rungen auf und nach Uberschreiten eines | Fraktion 1 
Maximums wird die abgelagerte Menge wieder 
geringer bei gleichzeitigem Verschwinden der 
héhermolekularen Produkte am Start. In die- 
sen Fraktionen miissen somit Bindungen vor- 
handen sein, die im Galaktogen besonders hiu- 
fig vorkommen. 

Zur Gewinnung grdBerer Mengen dieser — 
Fraktionen wurde Galaktogen als 3-proz. L6- RF Froktion 2 
sung mit n/10-H,SO, 12 Stdn. hydrolysiert. tig (Galaktose) 
Hier war die gréBte Ausbeute zu erwarten?. 
Die Isolierung erfolgte papierchromatogra- 
phisch, die Reinigung durch insgesamt 3- 
malige Wiederholung, wodurch reine, ein- waismateaiaad Fraktion 3 
heitliche Fraktionen erhalten wurden. Sie 
wandern bei Anwendung von Elektrophorese , pen 
in die elektroneutrale Zone und liefern keine Fraktion 6 
anderweitigen Ablagerungen auf dem Elektro- 
pherogramm. Eine elektrophoretische Nach- Abb. 1. 3-proz. Galaktogen- 
reinigung ist also hier nicht notwendig, da- !6sung, 12 Stdn. mit n/10- 
gegen wurde das aus der Darstellung mit Bu- p; no a in a 

: : *- Die einzelnen aus dem Hy- 
tanol-Kisessig-Wasser stammende Acetat mit drolysengemisch sich ab- 
Ionenaustauschern entfernt. trennenden Fraktionen. 


< Vgl. I. Mitteil.: F. May u. H. Weinland, diese Z. 305, 75 [1956], vorstehend. 
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Die Tab. 1 zeigt zunachst, daB es sich um zwei Disaccharide handelt. 
Hier wurde die Reduktion vor und nach Spaltung der Analysenlésunzen 
mit n-HCl bestimmt nach verschiedenen Methoden2’, 


Tab. 1. Reduktion der Fraktionen 3 und 4 in g°, vor und nach Invertieruny. 














3 4 

Nach Trockengewicht, aschefrei . . .... . 0,79 0,70 
Nach Macleod-Robison?, Lésg. nicht inver- 

tiert, als Galaktose ......... — 0,38 0,34 
Nach Hagedorn-Jensen*, Lésg. nicht  in- 

vertiert als Galaktose ........2.. 0,39 0,32 
Nach Macleod-Robison, Lésg. invertiert . 0,68 0,63 
Nach Hagedorn-Jensen, Losg. invertiert . 0,59 0,58 


Aus Aldehydgruppenbestimmung und Trockengewicht errechnet 
sich fiir Frakt. 3 ein Mol.-Gewicht von 377, fiir. Frakt. 4 von 374 (Mol.- 
Gew. fiir ein Galaktose-disaccharid theoret. 342). 

Beide Disaccharide sind in ihrem Auftreten begriindet durch die 
Untersuchungen von Schlubach* sowie Bell und Baldwin® iiber den 
Bau des Galaktogens, in welchem sie nur 1—3- und 1—6-Bindungen im 
Verhaltnis 1:1 feststellen und deshalb eine durchlaufende Kette an- 
nehmen, in der jede Galaktose eine weitere Galaktose als Seitenzweig 
trigt. 

Die Bindung beider Disaccharide ist eine 6-galaktosidische, da beide 
selbst bei 4-stdg. Garung auf Papier von an D-Galaktose gewéhnter 
untergiriger Bierhefe nicht angegriffen werden. Diese Hefe besitzt eine 
a-Galaktosidase. Sie spaltet z.B. Melibiose (6«-D-Galaktosido-D-glu- 
cose) und vergart dann die entstandenen Monosaccharide. Eine -Galak- 
tosidase hat diese Hefe nicht, der Milchzucker bleibt unangegriffen®. 


Tab. 2. Eigenschaften der beiden Disaccharide. 











Phenylosazon 
Schmp. 2 Verh. geg. Ry-Wert, bez. 
nach Schmp. Hefe mit auf Galaktose 
[a]p Kofler nach Krist.- | %-Galak- |9>16- Butanol- 
00 Kofler Form tosidase Kisessig- 5 
oC Wasser 4:1:5 
Frakt. 3 |+53,4°+0,9°| unscharf 194 Nadeln nicht 0,07 
119—128 vergarbar 
Frakt. 4 |+34,2°+1,2° 114 187—189] Seeigel- nicht 0.04 
formen |vergarbar 




















2 M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 23, 517 [1929]. 

3 P. A. Larsson u. 8. L. Sveinsson, Skand. Arch. Physiol. 88, 58 [1939] 
(eine fiir Galaktose abgewandelte Hagedorn-Jensen-Methode). 

4H. H.Schlubach u. W. Loop, Liebigs Ann. Chem. 582, 228 [1937]. 

5 EK. Baldwin u. J. O. Bell, J. chem. Soc. [London] 1988, 1461. 

6 H. Weinland u. F. May, diese Z. 293, 153 [1953]. 
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Die £-Bindung in beiden Disacchariden zeigt sich auBerdem darin, 

daB ihre spezif. Drehungen relativ niedrig sind; vgl. Tab. 2, in der die 

wesentlichen Eigenschaften beider Fraktionen angegeben sind. 

Bei Frakt. 4 handelt es sich offenbar um die von Freudenberg 
und Mitarbb.’ synthetisch dargestellte 66-D-Galaktosido-D-galak- 
tose mit [«]p; + 34,19. Der Schmelzpunkt des Phenylosazons wird mit 
207° unter Zersetzung“‘ angegeben. 

Frakt. 3 stellt somit das andere im Galaktogen praformierte Di- 
saccharid dar, das auf Grund aller vorliegenden Aussagen als 3 8-D-Ga- 
laktosido-D-galaktose angesprochen werden muB*. 

Von besonderem Interesse war die Frage, ob eines dieser beiden Di- 
saccharide L-Galaktose enthalt. Diese konnte dann nur in dem Disac- 
charid auftreten, welches die seitlich gebundene Galaktose enthialt?. 
Nach 12-stdg. Hydrolyse mit n/10-H,SO, ist allerdings in den Spalt- 
stiicken nicht mehr viel gebundene L-Galaktose zu erwarten!?. 

In Frakt. 4 lieB sich nach Spaltung mit n-HCl L-Galaktose im 
Chromatogramm nachweisen, die nach Vergiren der D-Galaktose mit der 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Galaktose aus Frakt. 4, links direkt entwickelt, rechts nach 2stdy. Ver- 
garung. G = Gartest: 1-proz. D-Galaktose, aufgetragen nach beendeter Chromato- 
graphie. 

Abb. 3. Galaktose aus Frakt. 3, links vergoren, rechts direkt entwickelt. Man er- 
kennt die abgetrennten, im Gegensatz zur héher liegenden Galaktose nicht ver- 
garbaren Hydrolysenrestprodukte. 


* Wahrscheinlich hat Bourquelot® die beiden Disaccharide schon in der 
Hand gehabt in seiner Galaktobiose A mit [«]p = +35,0° und Schmp. des 
Phenylosazons 194° und in seiner Galaktobiose B mit [«]p = +53,1°, die beide 
B-galaktosidisch gebunden sind und bei monatelanger Einwirkung von Emulsin 
auf eine gesattigte Galaktoselésung entstanden waren. 

’ K. Freudenberg, A. Wolf, E. Knopfu.S8S. H. Zaheer, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 61, 1735 u. 1743 [1928]. 

‘ 8 Em. Bourquelot, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 168, 60 [1916]; 164, 443, 
521 [1917]. 
® J.O. Bell u. E. Baldwin, J. chem. Soc. [London] 1941, 125. 
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oben genannten Bierhefe iibrig blieb (vgl. Abb. 2). Frakt. 3 zeigt dagegen 
keinen unvergirbaren Galaktoserest (Abb. 3), enthalt also keine L. 


Galaktose. 

Die Frakt. 4 enthalt also neben 6f-D-Galaktosido-D-galaktose noch 
Spuren 6-x-L-Galaktosido-D-galaktose und ist somit als das Disac. 
charid mit der Seitenkettenbindung anzusprechen, wofiir in einer der 
nichsten Mitteilungen noch weitere Beweise erbracht werden. 

Die Spaltungsgeschwindigkeit in »/10-HCl ist fiir beide Disac- 
charide dieselbe. Sie verschwinden bei papierchromatographischer Ver- 
folgung der Hydrolyse aus gleich konzentrierten Lésungen praktisch zur 
selben Zeit. 


Beschreibung der Versuche 


Partielle Galaktogenhydrolyse: 90 ccm aus der in der I. Mitteil.! her- 
gestellten Galaktogen-Ausgangslésung mit 5,94°% Galaktogen (als aschefrei be- 
rechnet) wurden mit 90 ccm 0,2-n.H,SO, versetzt und 12 Stdn. im kochenden 
Wasserbad hydrolysiert. Danach war die Lisung schwach gelb und hatte einen 
kaum merklichen Geruch nach Karamel. Sie wurde nach Abkiihlen mit etwa 
2 g BaCO, neutralisiert, der abzentrifugierte Niederschlag einmal mit Wasser ge- 
waschen und das Waschwasser mit der Lisung vereinigt, worauf sie im MeB- 
kélbchen auf 200 ccm aufgefiillt wurde. 


Untersuchung der Liésung 

Optische Drehung im 10-cm-Rohr: + 1,31°-+-0,02°(Mittel aus 10Ablesungen). 

Reduktion nach Fehling-Lehmann-Schoorl! (Mittel aus mehreren Be- 
stimmungen): 2 ccm = 12,37 ccm n/10-Thiosulfat, entspr. 44,5 mg Galaktose. Be- 
zogen auf Galaktosereduktion ist die Lésung somit 2,23-proz.; aus dieser Galaktose- 
reduktion errechnet sich ein ,,Reduktions-[«]p‘“ von +58,7°, das in Uberein- 
stimmung steht mit dem friiher ermittelten von + 58,0° fiir die entsprechende 
Hydrolysezeit. 

Papierchromatographische Aufteilung: Nach Einengen der restlichen 
Lésung im Vak. bei 35° auf etwa 20 cem (py-Kontrolle 6,5) wurde die gesamte 
Lésung auf 50 Bogen Chromatographiepapier Schleicher & Schiill 2043b auf der 
Startlinie méglichst gleichmaBig strichformig aufgetragen und alle Bogen 96 Stdn. 
absteigend in Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:5 chromatographiert. Nach dem 
Trocknen wurden pro Bogen 10 Suchstreifen ausgeschnitten, mit Benzidin be- 
handelt und mit ihrer Hilfe die Lage der einzelnen Fraktionen festgestellt. 

Die Fraktionen 3 und 4 wurden einzeln ausgeschnitten, eluiert und auf kleines 
Volumen eingeengt, entsprechend dem Vorgehen in der I. Mitteilung. 

Reinigung der Fraktionen 3 und 4: Die erste papierchromatographische 
Nachreinigung erfolgte aus etwa 7-proz. aufgetragenen Lésungen unter denselben 
Bedingungen wie oben, wobei sich aus Frakt. 3 noch eine Spur Galaktose abtrennte, 
aus Frakt. 4 eine Spur der Frakt. 3. Die zweite papierchromatographische Nach- 
reinigung, in gleicher Weise durchgefiihrt, lie} keine Auswanderung anderer Sub- 
stanzen mehr erkennen. 

Zur Entsalzung wurden beide,Fraktionen in 5 com Wasser aufgenommen und, 
wie friiher beschrieben, mit Lewatit KS und M 1 behandelt, worauf beide Lésungen 
zusammen mit den zugehérigen Waschwassern im Vak. eingeengt bzw. zur Trockne 
gebracht wurden. 


Untersuchung der Frakt. 3 


Die farblose trockene Substanz, in etwa 1 ccm Wasser gelést, wurde quanti- 
tativ in ein 5-ccm-MeBkélbchen iiberfiihrt und dieses zur Marke aufgefiillt (Aus- 
gangslésung). 
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Saurehydrolyse des Galaktogens II 


Die Lésung diente: 

. fiir die Bestimmung der optischen Drehung, 

. fiir Invertierungen, 

3. nach bestimmten Verdiinnungen zu weiteren Analysen an der nicht in- 
vertierten Substanz. 


two — 


ad 1] 
Opt. Drehung der Ausgangslésung im 20-cm-Halbmikrorohr: + 0,773° + 0,006° 
(Mittelwert aus 10 Ablesungen). 
ad 2 
Je 1 ccm der Ausgangslésung werden in 2 MeBkélbchen mit 1,5 cem Inhalt 
im Vak. bei Zimmertemperatur zur Trockne eingeengt und dann mit 0,75 ccm 
n-HCl versetzt, 2 Stdn. im kochenden Wasserbad invertiert, anschlieBend mit 
2-n. NaOH neutralisiert und zur Marke aufgefiillt. 
Die invertierte Lésung diente: 
a) fiir die Bestimmung der optischen Drehung, 
b) fiir die Bestimmung des Reduktionswertes nach Macleod- Robison 
(Aldehydgruppenbestimmung), 
c) fir die Bestimmung des Reduktionswertes nach Hagedorn-Jensen’, 
d) fiir Papierchromatographie. 
ad a): Opt. Drehung der invertierten Lésung im 10-cm-Halbmikrorohr: 
Kélbchen 1: + 0,29° + 0,009° (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 
Kélbchen 2: + 0,31° + 0,005° (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 
Mittel: + 0,30° + 0,007° 





Nun Verdiinnung der beiden invertierten Lésungen fiir Analyse 
b) und c): 0,75 com wurden im 5-ccm-MeBkélbchen zur Marke aufgefiillt (Ver- 
diinnung | : 6,67). Mit diesen Lésungen wurde die Bestimmung nach Macleod- 
Robison zur Ermittlung der Aldehydgruppen unmittelbar ausgefiihrt, fiir die 
Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen wurden diese Lésungen weiter 
verdiinnt. 
ad b): Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison (Mittel aus 
mehreren Bestimmungen): 
Kélbchen 1: 1 com = 1,50 + 0,01 cem n/200-Thiosulfat, entspr. 675 y Galaktose 
bzw. 0,00375 mMol Zucker 
Kélbchen 2: 1 com = 1,50 + 0,01 ccm n/200-Thiosulfat; somit dieselben Werte 
wie oben. 
ad c): Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode): 
Je lecm der oben fiir Macleod- Robison 1: 6,67 verdiinnten invertierten 
Lésungen wurden im Me8kélbchen ad 10 cem aufgefiillt; nun Verdiinnung 1: 66,7. 
(Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen.) 
Kélbchen 1: 2 com 1,51 + 0,01 cem n/200-Thiosulfat, entspr. 114 y Galaktose 


1 ccm a 1,75 + 0,01 com n/200-Thiosulfat, entspr. 58 y Galaktose 
Kélbchen 2: 2ceom = 1,49 + 0,00 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 119 y Galaktose 
lcem = 1,74 + 0,03 cem n/200-Thiosulfat, entspr. 60 y Galaktose 





Mittel fiir 1 com ausgedriickt in Galaktose = 58,5 y + 1 y. 


ad 3 
2 ccm der Ausgangslésung im Me8kélbchen ad 10 ccm aufgefiillt (Verdiinnung 
is 3). 
Diese Lésung wurde verwendet: 


a) zur Bestimmung von Trockengewicht, Zersetzungstemperatur und Asche, 
b) zur Bestimmung der Aldehydgruppen vor Invertierung (Macleod - Robison), 
c) zur Bestimmung der Reduktion vor Invertierung nach Hagedorn-Jensen. 
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ad a) Trockengewicht und Zersetzungstemperatur: 
Je 2ccm der 1: 5 verdiinnten Ausgangslésung wurden in 2 Platintiegeln bej 
10 Torr und 40° zur Trockne eingedampft und anschlieBend bei 85°, 110° und 
120° je 24 Stdn. getrocknet. Abb. 4 zeigt den Zersetzungspunkt an der Stelle, wo 
die Trockenkurve durch Zersetzung der Substanz plotzlich stark abfallt!®, im vor. 
liegenden Falle bei 100°—105°. 
Trockengewicht samt Asche in obigen 2 com = 3250 y. 
Aschegehalt: 
Die Substanz wurde vorsichtig bei kleiner Flamme verascht und ergab: 
Tiegel 1: 0,095 mg 
Tiegel 2: 0,109 mg 
Mittel: 0,102 + 0,007 mg Asche in 3,250 mg Substanz = 3,1% Asche. 
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ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison in der nicht 
invertierten Lésung: 
Analyse der 1: 5 verdiinnten Ausgangslésung (Mittelwert aus mehreren Be- 
stimmungen): 
leem = 1,67 + 0,02 cem n/200-Thiosulfat, entspr. 751 y Galaktose 
bzw. 0,00417 mMol Zucker. 
ad c) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode) 
in der nicht invertierten Lésung: 
leem der 1:5 verdiinnten Ausgangslisung wurde im MeBkélbchen ad 10 cem 
aufgefiillt: nun Verdiinnung 1 : 50. 
(Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen.) 
2ccm = 1,34 + 0,01 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 154 y Galaktose 
lccem = 1,66 + 0,03 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 78 y Galaktose 
Mittel fiir 1 ccm, ausgedriickt in Galaktose = 77,3 y + 0,3 y 


Die Auswertung der Analysen ergab, bezogen auf die Ausgangslésung, 
die in Tab. 1, S. 88 enthaltenen Konzentrationsverhiltnisse. 


| il 





Fiir die spezif. Drehung des Disaccharides Frakt. 3 errechnet sich: 


Aus der Konzentration nach Trockengewicht aschefrei [a]p = +49,2° (c = 0,79) 
Aus Aldehydgruppenbestimmung unter Einsetzen eines 
Disaccharides aus Galaktose .......... [alp = +54,1° (c = 0,71) 
bzw. aus weiteren Analysen nach dieser Bestimmungs- 
art an einer nicht iiber Lewatit gereinigten Lésung [a«]p 
[%}p 


+52,4° (c = 15,2) 
+53,8° (c= 2,3) 


I ll 


Als Mittelwert ergibt sich unter Weglassung des Wertes aus Trockengewichts- | 


bestimmungen, der deutlich abweicht, ein [«]p = +53,4° + 0,9°. 





10 F. May u. L. Stadelmann, Z. Biol. 99, 462 [1939]. 
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Fiir die spezif. Drehung der invertierten Liésung errechnet sich: 
a) nach Robison- Macleod (2b) ........ [«lp = +66,7° (c = 0,45) 
b) nach Hagedorn-Jensen (2c) ........, [«]p = +76,7° (c = 0,39) 


Beide Werte erreichen die spezif. Drehung der reinen p-Galaktose von + 80° 
nicht und kénnten somit auf einen Gehalt an L-Galaktose hindeuten. Erst die 
papierchromatographische Untersuchung der Lésung (Abb. 3) zeigte, daB die zu 
niedrig gefundene spezif. Drehung nicht durch t-Galaktose bedingt ist, sondern 
durch ungespaltene Restsubstanzen. 

Phenylosazon: Etwa 7 mg der Frakt.3 wurden im Mikroreagenzglas in 
0,lcem Wasser gelést und mit 0,05 ccm frisch dest. Phenylhydrazinbase und 
0,25 ccm 2-n. Essigsiure versetzt. Das Gemisch wurde 1 Stde. im kochenden 
Wasserbad gehalten, wobei die Lésung vdllig klar blieb und die bekannte gelbe 
Farbe der Osazone annahm. Dann wurde die Liésung bei 5° aufbewahrt. 

Nach 2 Wochen erfolgte die Kristallisation eines hellgelben, aus sehr feinen 
Nadelchen bestehenden Osazons, das zur Schmp.-Bestimmung mehrmals mit Aceton 
und kaltem Wasser gewaschen und im Vak. bei Zimmertemperatur getrocknet 
wurde. 

Der Schmp., bestimmt mit Thermomikroskop nach Kofler, liegt bei 194°; 
bei 196° wird die hellgelbe Schmelze braun. 


Untersuchung der Frakt. 4 
Frakt. 4 (68-p-Galaktosido-p-galaktose mit Spuren 
6«-L-Galaktosido-p-galaktose) 

Die farblose trockene Substanz, in etwa 1 ccm Wasser gelést, wurde quanti- 
tativ in ein 1,5-ccm-MeBkélbchen iiberfithrt und dieses zur Marke aufgefiillt 
(Ausgangslésung). 

Die Lésung diente: 

I. fiir die Bestimmung der optischen Drehung, 
II. nach bestimmter Verdiinnung zu weiteren Analysen. 


ad I: 


Opt. Drehung der Ausgangslésung im 10-cm-Halbmikrorohr: +-1,51° + 0,006° 
(Mittelwert aus 10 Ablesungen). 


ad II: 


Die gesamte Ausgangslésung wurde im 10-ccm-MeBkélbchen quantitativ ge- 
sammelt und zur Marke aufgefiillt (Verdiinnung | : 6,67). 
Diese Lésung wurde verwendet: 
1. fiir die erneute Bestimmung der optischen Drehung, 
2. fiir Invertierungen, 
3. nach bestimmten Verdiinnungen zu weiteren Analysen an der nicht in- 
vertierten Substanz. 


ad 1: Opt. Drehung der 1 : 6,67 verdiinnten Ausgangslésung im 10-cm-Halb- 
mikrorohr: +0,23° + 0,000° (Mittelwert aus 10 Ablesungen). 

ad 2: 

«) leem der 1: 6,67 verdiinnten Ausgangslésung im MeBkoélbchen mit 
1,5ccm Inhalt wurde im Vak. bei 10 Torr und Zimmertemperatur zur Trockne 
gedampft und dann mit 0,75 ccm n/10-HCl versetzt. Die Lésung diente zur papier- 
chromatographischen Verfolgung der Hydrolyse im kochenden Wasserbad wahrend 
9 Stdn., s. S. 96. 

B) Je 1 ccm der 1: 6,67 verdiinnten Ausgangslésung in 2 MeBkélbchen mit 
1,5 ccm Inhalt wie oben zur Trockne eingedampft und dann mit 0,75 cem n-HCl 
versetzt, 214 bzw. 5 Stdn. im kochenden Wasserbad invertiert, anschlieBend mit 
2-n. NaOH neutralisiert und zur Marke aufgefiillt. 
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Die invertierten Loésungen dienten: 
a) fiir die Bestimmung der optischen Drehung, 
b) fiir die Aldehydgruppenbestimmung nach Robison-Macleod, 
c) fiir die Bestimmung des Reduktionswertes nach Hagedorn-Jensen’*, 
d) fiir Papierchromatographie. 


ad a) Opt. Drehung der invertierten Lésungen im 10-cm-Halbmikrorohr: 


21% Stdn.: +0,33° + 0,01° (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 
5 Stdn.: + 0,25° + 0,019 (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 


Nun Verdiinnung der beiden invertierten Lésungen fiir Analyse b) und ¢); 
Beide Lésungen wurden je quantitativ in einem 5-ccm-MeBkélbchen gesammelt 
und zur Marke aufgefiillt (Verdiinnung 1 : 33,3). Mit diesen Lésungen wurde die § 
Bestimmung nach Macleod-Robison zur Ermittlung der Aldehydgruppen un. § (Ap 
mittelbar ausgefiihrt. Fiir die Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Mi 
wurden die Lésungen weiter verdiinnt. : 
ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison (Mittelwerte 
aus mehreren Bestimmungen): 
2, Stdn.: 1 cem = 2,84 + 0,03 com n/200-Thiosulfat, entspr. 1278 v Galaktose ne 
bzw. 0,0071 mMol Zucker . 
5 Stdn.: 1 cem = 2,77 + 0,03 cem n/200-Thiosulfat, entspr. 1247 y Galaktose 
bzw. 0,0069 mMol Zucker q 
Mittel fiir 1 ccm, ausgedriickt in Galaktose = 1263 y + 15 y (Mi 


adc) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode): 
Je 1 cem der oben fiir Macleod - Robison 1 : 33,3 verdiinnten, invertierten Lésungen 
wurde im MeBkélbchen ad 10 cem aufgefiillt; nun Verdiinnung 1: 333. (Mittel- 
werte aus mehreren Bestimmungen.) 
21, Stdn.: 2ccm = 1,00 + 0,01 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 235 y Galaktose 





ll | 








1 cem = 1,51 + 0,01 cem n/200-Thiosulfat, entspr. 115 y Galaktose 
5 Stdn.: 2cem = 1,03 + 0,01 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 228 y Galaktose 
lcem = 1,54 + 0,01 cem n/200-Thiosulfat, entspr. 108 y Galaktose aus 
Mittel fiir 1 ccm, ausgedriickt in Galaktose = 1lby+2y é ‘ui 
ad d) Die restliche invertierte Lésung aus 2b wurde nach Einengen zu papier- D 
chromatographischen Untersuchungen verwendet. 
ad 3: 3 ccm der 1 : 6,67 verdiinnten Ausgangslésung wurden im MeBkélbchen fF Als | 
ad 10 ccm aufgefiillt (Verdiinnung 1 : 22,2). 3 
Die Lésung wurde verwendet: > bei | 
a) zur Bestimmung von Trockengewicht, Zersetzungstemperatur und Asche, y nach 
b) zur Bestimmung der Aldehydgruppen vor Invertierung(Macleod-Robison), FF nach 
c) zur Bestimmung der Reduktion vor Invertierung nach Hagedorn-Jensen. fF pej | 
ad a) Trockengewicht und Zersetzungstemperatur: 4 nach 
Je 2ccm der 1: 22,2 verdiinnten Ausgangslésung wurden in 2 Platintiegeln nach 
bei 10 Torr und 40° zur Trockne gedampft und anschlieBend bei steigender Tempe- a 
ratur die Gewichtsabnahme verfolgt (vgl. Abb. 5). " v-Ga 
Der Zersetzungspunkt der Substanz ergibt sich danach zu 105°. » von 
Trockengewicht samt Asche in obigen 2 ccm = 4340 y. ad 
Aschegehalt: Die Substanz wurde vorsichtig bei kleiner Flamme verascht ne 


und ergab: - reakt 
Tiegel 1: 0,164 mg 





Tiegel 2: 0,146 mg  haltn 

Mittel: 0,155 mg Asche in 4,340 mg Substanz 3,6% Asche. . belas 

ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison in der nicht |- 7 

invertierten Lésung: a wie 
& 
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(Analyse der 1: 22,2 verdiinnten Ausgangslésung.) 
(Mittelwert aus mehreren Bestimmungen.) 
leem = 2,25 + 0,02 n/200-Thiosulfat, entspr. 1013 y Galaktose 
bzw. 0,0056 mMol Zucker. 
ad c) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode) 
in der nicht invertierten Lésung. 
leem der 1: 22,2 verdiinnten Ausgangslisung wurde im MeBkélbchen ad 10 cem 
aufgefiillt; nun Verdiinnung 1 : 222. 
(Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen.) 
2cem = 1,16 + 0,00 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 196 y Galaktose 
lcem = 1,59 + 0,01 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 95 y Galaktose 
Mittel fiir 1 ccm, ausgedriickt in Galaktose = 97 y + 1 y 
Die Auswertung der Analysen ergibt, bezogen auf die Ausgangslésung der 
Frakt. 4, die in Tab. 1, S. 88, enthaltenen Konzentrationsverhiltnisse. 


Fiir die spezif. Drehung des Disaccharides Frakt. 4 errechnet sich 





aus der Konzentration nach Trockengewicht aschefrei [o«]p = +32,1° (c = 4,7) 
[~]p = +32,9° (c = 0,7) 
aus Aldehydgruppenbestimmung unter Einsetzen eines 
Disaccharides aus Galaktose .......... [a&]p = +35,3° (c = 4,3) 
[~}]p = +35,8° (c = 0,64) 
Als Mittelwert aus allen Bestimmungen ergibt sich ein [«]p = +34,2° + 1,3° 
Fiir die spezif. Drehung der invertierten Lésungen errechnet sich: 


bei 21, Stdn. Invertierung: 


nach Macleod-Robison aus 2a und 2b... . .  [a]p +78,0° (c = 0,43) 
nach Hagedorn-Jensen aus 2a und 2c... . . [a]p = +84,0° (c = 0,39) 
bei 5stdg. Invertierung: 

nach Macleod-Robison aus 2a und 2b. ... . [x]p = +59,5° (c = 0,42) 
nach Hagedorn-Jensen aus 2a und 2c..... [«]p = +67,5° (c = 0,37) 


Die Werte nach 2'4stdg. Invertierung entsprechen der spezif. Drehung reiner 
p-Galaktose. Die papierchromatographische Priifung ergibt jedoch, daB Spuren 
von L-Galaktose gleichzeitig vorhanden sind; vgl. Abb. 2. 

[a]p nach 5stdg. Spaltung weicht stark ab, viel starker als dem papier- 
chromatographisch ermittelten L-Galaktosegehalt entspricht. Hier spielt die iiber- 
maBig lange Invertierung mit n-HCl eine Rolle. Diese bedingt immer Begleit- 
reaktionen der Zucker unter Braunfarbung. 

Phenylosazon: Darstellung aus 5 mg Substanz, die iibrigen Mengenver- 
haltnisse wie bei Frakt. 3. Das Gemisch wurde 30 Min. im kochenden Wasserbad 
belassen und die klare gelbe Lésung anschlieBend bei 5° aufbewahrt. Nach 14 Stdn. 
kristallisierte bereits ein hellgelbes Osazon; die Kristalle ahneln den Seeigelformen 
des Milchzuckerosazons. 
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Die sehr kleinen Osazonmengen wurden fiir die Schmp.-Bestimmung mehr. 
mals mit Aceton und anschlieBend mit kaltem Wasser gewaschen und im Vak. 
bei Zimmertemperatur getrocknet. Der Schmp. im Thermomikroskop nach K ofler 
liegt bei 187—189°. Bei 204° ist die Masse tief braun. 

Die Spaltungsgeschwindigkeit 
38-p-Galaktosido-p-galaktose: 0,75 ecm einer 1,11-proz. Lésung in 
n/10-HCl im kochenden Wasserbad hydrolysiert, zeigen bei stiindlicher papier. 
chromatographischer Untersuchung von je 10 cmm, da8 noch nach 9 Stdn. eine 
Spur des Disaccharides vorhanden ist. 

6B-p-Galaktosido-p-galaktose: 0,75 ccm einer 0,77-proz. Lésung in 
n/10-HCl zeigen bei gleicher Behandlung, daB die letzte Spur des Disaccharides 
zwischen der 6. und 7. Stde. aus der Lésung verschwindet. Auf die Konzentration 
1,11°, umgerechnet, ergibt sich eine Spaltungszeit von 9,3 Stdn., also gleich wie 
fiir 38-p-Galaktosido-p-galaktose. 


Zusammenfassung 


Bei der Saéurehydrolyse von Galaktogen treten zwei f-galaktosi- 
disch gebundene Disaccharide auf. Ihre Eigenschaften (Schmelzpunkt, 
Osazonbildung, spezif. Drehung, Vergirbarkeit, Spaltungsgeschwindig. 
keit) werden nach Isolierung und Reinigung genauer untersucht und ihre 
Beteiligung am Galaktogenaufbau diskutiert. 


: Summary 


In the acid hydrolysis of galactogen two disaccharides bound by 
§-galactoside linkages are formed. After isolation and purification their 
melting points, specific rotation and rate of cleavage were determined 
and their fermentability and osazone formation investigated. The role 
of the two components in the galactogen structure is discussed. 
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Zur Frage des Vorkommens von Butyrylcholin 
im Rindergehirn 
Von 
D. Hensehler 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Marz 1956) 


In neuester Zeit ist dem Vorkommen biologisch hochwirksamer 
Cholinester neben Acetylcholin erhéhte Beachtung geschenkt worden; 
Murexin aus den Hypobranchialdriisen von Murex trunculus ist von 
Erspamer und Benati? als Urocanylcholin aufgeklart worden, in der 
Rindermilz sind von Whittaker und Mitarbb.? neben Acetyl- noch 
Propionylcholin und ein weiterer Cholinester gefunden worden, der 
nach Augustinsson® kein Hippurylcholin ist. In Extrakten aus 
Bienenképfen sind nach Augustinsson und Grahn? papierchromato- 
graphisch auBer Acetylcholin noch zwei andere, bislang nicht identifi- 
zierte Cholinester nachweisbar. 

Extrakte aus Rinderhirn wirken bekanntlich am Froschrectus, 
verglichen mit Acetylcholin, starker als am Meerschweinchendarm. 
Holtz und Schiimann’ haben sie papierchromatographisch aufgetrennt 
und die dem Acetyl- und Butyrylcholin entsprechenden Fraktionen an 
den genannten Organen gepriift; sie schlieBen auf das Vorliegen von 
Acetylcholin und einem Cholinester, der sich chromatographisch und 
biologisch wie Butyrylcholin verhalt. Holtz und Westermann® sehen 
auf Grund dieser Versuche Butyrylcholin als ,,k6rpereigen“‘ an. Nun 
sind aber schon mehrfach, z. B. von Kahlson’ und von Feldberg und 
Hebb’, in Extrakten aus biologischem Material Stoffe beobachtet 
worden, die den Froschrectus gegen Acetylcholin sensibilisieren oder 
selbst seine Kontraktion bewirken. Holtz und Schiimann duBern sich 
nicht dazu, ob bei ihren Testungen die hierdurch bedingten Fehler- 
mdglichkeiten ausgeschlossen worden sind. 





V. Erspamer u. O. Benati, Biochem. Z. 324, 66 [1953]. 
J. Banister, V. P. Whittaker u. S. Wijesundera, J. Physiol. 121, 55 
[1953]; J. E. Gardiner u. V. P. Whittaker, Biochem. J. 58, 24 [1954]. 
3 K. B. Augustinsson, Acta chem. scand. 9, 793 [1955]. 
4K. B. Augustinsson u. M.Grahn, Acta physiol. scand. 32,174 [1954]. 
5 P. Holtz u. H.J.Schiimann, Naturwissenschaften 41, 306 [1954]. 
® P. Holtz u. E. Westermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 


mo 


2 Pharmakol. 225, 421 [1955]. 


7 G. Kahlson, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 175, 


> 198 [1934]. 


8’ W. Feldberg u. C. Hebb, J. Physiol. 106, 16 [1947]. 
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Ware die starkere ,,nicotinartige’’ Wirkung von Hirnextrakten tatsachlich 
durch Butyrylcholin bedingt, so miiBte dieses in einer dem Acetylcholingehal 
nahekommenden Menge vorliegen. Stedman und Stedman® haben aber aus mit 
Eserin inkubiertem Rinderhirnbrei relativ leicht und — bezogen auf die Wirkung 
am Blutegelmuskel — mit rund 37% Ausbeute reines Acetylcholin-Golddoppelsa 
isoliert, und ihre Angaben liefern einen Anhalt fiir die Annahme, es sei ihnen ein 
nennenswerter Butyrylcholingehalt ihrer Extrakte bei der Isolierung des Acetyl. F 
cholins entgangen. Etwa neben Acetylcholin vorhanden gewesener Butyryleste: 
kann, wie wir beim Vergleich der Hydrolysegeschwindigkeit beider Ester fanden, P 
nicht durch schnelleren Zerfall verloren gegangen sein. 

Da wir!® in anderem Zusammenhang auf Irrtumsméglichkeiten F 
beim papierchromatographischen Nachweis biologisch vorkommender | 
Cholinester gestoBen sind und dabei ein Verfahren zur Identifizierung > 
kleinster Mengen solcher Stoffe entwickelt haben, mit dem auch das 
Vorliegen eines bestimmten Esters sicher ausgeschlossen werden kann, | 
haben wir gepriift, ob und unter welchen Bedingungen mit unserer 
Methode Butyrylcholin im Rinderhirn nachzuweisen ist. Z 


Methodik 


Als synthetische Vergleichssubstanzen dienten stets die Chloride, im! 
Falle des Cholins und Acetylcholins handelsiibliche Praparate. Propionyl-, n-Buty. |~ 
ryl- und Isobutyrylcholin stellten wir selbst dar unter geringer Abanderung des | 
Verfahrens von Fourneau und Page": Der aus Athylenchlorhydrin und dem i 
betreffenden Saurechlorid dargestellte Ester wurde dreimal fraktioniert destilliert, | 
sodann in wasserfreiem Benzol mit der aquimolaren Menge Trimethylamin ge. ie 
mischt und in einem Druckgefaé8 unter reinem Stickstoff bei 170 at und 60° zur 
Reaktion gebracht. Nach mehrfachem Abkiihlen auf 0° und Wiedererwarmen| 
wurde der kristallisierte Ester nach 24 Stdn. auf der Nutsche abgetrennt, sofort | 
mehrmals mit Benzol gewaschen und im Vak. bei hinreichendem Durchoug Le 
wasserdampffreier Luft getrocknet und iiber P,O; aufbewahrt. 

Rindergehirne wurden nach Tétung der Tiere durch BolzenschuB innerhalb F 
15 Min. in gemahlenes Eis gelegt und sofort nach dem Transport verarbeitet;| 
zwischen Tétung und Aufarbeitung vergingen 35—65 Minuten. Vor der Zerkleine. fe 
rung wurde die Leptomeninx mit den BlutgefaBen abgezogen. i 

Extraktion: Zunachst suchten wir das Vorgehen von Holtz und Schi-/7 
mann zu +8 aa amen Die Gehirne wurden fiir je 1000 g mit 3,51 96-proz. sal.” 


0° stehen, wurde dann conned, der Satz nochmals mit 80-proz. Athandl i 
extrahiert. Die vereinigten Ausziige wurden im Vak. bei 30° zur zihen Schmier|, 
eingeengt, wobei mehrfach mit NaHCO, der py jeweils auf 4,0 abgeglichen wurde d 


Lésung auf rund 75 ml eingeengt, erneut mit Aceton behandelt usw. und dies f3 
Prozedur analog noch zweimal wiederholt. Zuletzt wurde im Vak. eingeengt, der 
Riickstand gefriergetrocknet und zur a mit wenig Propand ‘ 
aufgenommen. : 
Ein zweites Aufarbeitungsverfahren lehnte sich eng an ; das Vorgehen voi) 
Stedman und Stedman an: Je 400 g Rinderhirn wurden mit 150 ml Chlorofor|, 


unter Zusatz von 50 mg Eserin. sulf. zerkleinert und 2 Stdn. bei 37° stehen gelasset, 


® E. Stedman u. E. Stedman, Biochem. J. 31, 817 [1937]. 
10 D. Henschler, diese Z. 305, 34 [1956]. i 
1 E.Fourneau u. H. J. Page, Bull. Soc. chim. France 15, 544 [1914)7 
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danach die Athanolextraktion wie oben durchgefiihrt. Nach Vertreiben des Alkohols 
wurden die vereinigten Riickstinde dreier Ansitze (etwa 120 ml) mit 200 m/ 
10-proz. Trichloressigsdure versetzt, 12 Stdn. im Eisschrank stehen gelassen, ab- 
filtriert, das Filtrat viermal mit Ather geschiittelt und mit gesaittigter NaHCO,- 
Lésung ganz schwach lackmusalkalisch gemacht. Darauf wurde in rascher Folge 
das Eserin durch sechsmaliges Schiitteln mit Chloroform entfernt und die Lésung 
sofort wieder mit Weinsaure auf py 4,0 angeséuert. Bei diesem Vorgehen verloren 
die Extrakte, wie die Testung am isolierten Mausedarm ergab, etwa 20% ihrer an- 
fanglichen Acetylcholinwirksamkeit. Nach Einengen im Vak. und Trocknung iiber 
P,0, wurde mit absol. Alkohol in der Kalte extrahiert, der Extrakt getrocknet, 
in 10 ml Wasser aufgenommen und mit gesattigter Reineckesalzlésung versetzt. 
Die weitere Verarbeitung der Reineckate erfolgte wie an anderer Stelle!® be- 
schrieben. 

Papierchromatographie: Chromatographiert wurde, wie auch von 
Holtz und Schiimann, aufsteigend in Partridge-Gemisch auf Papier Schleicher 
& Schiill, 2043 b, bei praparativer Trennung auf Bogen von 50x 60 cm Seitenlange. 
Angefarbt wurde mit Dipikrylamin'’. Die Saurekomponenten der Ester identi- 
fizierten wir (vgl. 1. c.1°) als Hydroxamat-Fe(III)-Komplexe, als Liésungsmittel 
diente das Gemisch n-Butanol: n-Propanol: 10-n. HCl = 20:7: 3, im Gemisch 
0,2-m. FeCl,; das Papier wurde vorher mit FeCl, getrankt. Nach Trocknung der 
Eluate aus Chromatogrammen und Pherogrammen wurden diese Komplexe in 
jeweils 0,01 ml hergestellt und aufgetragen. Zur Identifizierung von nicht ver- 
estertem Cholin dienten folgende Lésungsmittelgemische: 

a) n-Butanol : Athanol : Eisessig: HO = 8: 2: 1:38, Rr von Cholin 0,37; 
b) Essigester : Pyridin : Wasser = 50: 30: 201", Rr 0,30; 
c) Methanol : Wasser: Ammoniak (25%) = 93:5: 2", Rr 0,61. 


Papierelektrophorese: Die Methodik ist andernorts!® beschrieben. 

Die Elution von Fraktionen aus Chromatogrammen und Pherogrammen 
erfolgte stets bei +1 bis +3° mit verd. Salzsiure vom py 4,0; ein parallel zur 
Lésungsmittelfront ausgeschnittener Streifen von 2 cm Breite lag am einen Ende 
zwischen zwei Objekttragern, die ein mit dem Eluens gefiillter Trog aufnahm. Der 
Durchlauf (~ 0,5 ml) wurde in Spitzglischen aufgenommen. 

Die photometrische Bestimmung von Cholinestern erfolgte nach Hestrin®. 

Bei der pharmakologischen Charakterisierung zogen wir den isolierten 
Diinndarm der weiBen Maus dem Meerschweinchenileum vor, da am Mausedarm 
die Auswertung cholinesterhaltiger Extrakte durch evtl. begleitendes Histamin 
nicht gestért wird. Verwendet man nur solche Organstiicke, die iiber langere Zeit 
konstant empfindlich bleiben, so 14Bt sich die Fehlerbreite der Bestimmung auf 
+ 5% einengen. — Als Vergleichsobjekt diente der in Eserin-Ringerlésung (Eserin- 
konzentration 10~—5) suspendierte M. rectus abdominis von Temporarien. Sehr vor- 
teilhaft erwies sich die von Rothschuh!® geiibte Vorbehandlung der Tiere mit 
0,1 mg Diathyl-p-nitrophenylphosphat (Mintacol) auf 10g Frosch, 1 Stde. vor 
Herrichtung des Praiparates in den Riickenlymphsack; der Muskel spricht dann 
nicht selten auf Acetyl- und Butyrylcholin noch in Verdiinnungen bis zu 5 x 10719, 
stets aber mindestens auf 1x 10-* an. Chromatogramme und Pherogramme 
wurden mitunter ausgewertet, indem ausgeschnittene Streifchen direkt in die Organ- 
bider getaucht wurden; die Kontraktionshéhen entsprachen sowohl am Darm als 
auch am Rektus den im Papier haftenden Estermengen, nur erreichte der Darm 
die erwartete Héhe etwas langsamer als bei direkter Zugabe einer Lésung zur 
Badfliissigkeit. 


2G. Malycth u. H. Stein, Biochem. Z. $22, 165 [1951]. 

13K. B. Augustinsson u. M. Grahn, Acta chem. scand. 7, 906 [1953]. 

M4 R, Ackermann u. D. Ackermann, diese Z. 800, 92 [1955]. 

18 §. Hestrin, J. biol. Chemistry 180, 249 [1949]. 

16 K. E. Rothschuh, Pfliiger’s Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 258, 
406 [1953/54]. 
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Ergebnisse 


Der nach Holtz und Schiimann hergestellte Extrakt aus 1400 g 
Rinderhirn wurde auf groBen Bogen mit Partridge-Gemisch auf. 
getrennt, ein mit synthetischen Cholinestern beschickter Bezugsstreifen 
mit Dipikrylamin angefarbt, danach die dem Acetyl- und Butyrylcholin 
entsprechenden Areale in Streifen quer zur Lésungsmittelfront aus- 
geschnitten und wie beschrieben untersucht. Die Saéure aus der dem 
Acetylcholin entsprechenden Fraktion verhielt sich in Einzel- und Misch- 
chromatogrammen wie Essigsiure. In dem Eluat, das Butyrylcholin 
enthalten sollte, blieb aber die charakteristische blauviolette Farbung 
eines Hydroxamat-Fe!!!-Komplexes aus, obwohl bei der groBen Emp- 
findlichkeit der Methode schon 0,2 y veresterte Buttersiure hatten ent- 
deckt werden miissen. 

In einem weiteren Ansatz wurden 1350 g Rinderhirn in der gleichen 
Weise aufgearbeitet und die beiden Eluate biologisch ausgewertet. Fiir 
die Acetylcholinfraktion ergab sich wie erwartet am Mausedarm und 
Froschrectus gleiches Wirkungsverhaéltnis zu einem Acetylcholin- 
standard. Die dem Butyrylcholin entsprechende Fraktion war am Darm 
ohne Wirkung, kontrahierte aber den Froschmuskel; hier entsprach '/,; 
des Eluates der Wirkung von 0,18 y n-Butyrylcholin. Dabei fiel aber auf, 
daB die Kontraktion verzégert einsetzte, verglichen mit der Aktions- 
kurve nach Zugabe des synthetischen Esters; die Erholung erfolgte 
langsamer, Atropin (50 y auf 7 m/ Badfliissigkeit) schwachte die Wirkung 
nur etwa bis zur Halfte ab. Die Vermutung, es liege in dem Eluat eine 
andere Substanz vor als Butyrylcholin, evtl. auch eine Uberlagerung der 


nicotinartigen Wirkung durch einen anderen Stoff, wurde dadurch be- | 


stirkt, daB bei der Rechromatographie im gleichen Lésungsmittel die 


sich mit Dipikrylamin braun firbende Base zwar wenig, aber deutlich | 


schneller (Ry 0,69) wanderte als Butyrylcholin (Ry 0,65), im Hoch- 
spannungspherogramm dagegen nur etwa halb so schnell wie dieses; 
sie war mit Reineckesalz fallbar und alkalibestandig, Cholin lieB sich in 
der wieder neutralisierten Lésung papierchromatographisch nicht nach- 
weisen. Die nahere Identifizierung dieser Substanz, die sicher kein 
Butyrylcholin ist, sollte nicht Aufgabe dieser Untersuchungen sein. 


Die Acetylcholinfraktion aus 1350g Gehirn enthielt nach der | 
pharmakologischen Testung am Mausedarm nur rund 80 y wirksamer | 
Substanz, nach der photometrischen Auswertung 98 y Acetylcholin- | 
chlorid. Die Ausbeute mit diesem Extraktionsverfahren ist demnach | 
sehr gering. Wir benutzten daher bei den weiteren Versuchen das oben |” 
erwihnte Verfahren von Stedman und Stedman; nach Inkubation |- 
mit Eserin soll die Acetylcholinwirkung aus 200g Gehirn 1,5 mg des | 


Bromides entsprechen. 


Als die Hydroxamat-Fe!!-Komplexe aus einer kleinen Menge der : 
mit dieser Methode iiber die Reineckate gereinigten Basen chromato- | 


graphiert wurden, trennte sich neben einem der Essigséure entsprechen- 
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den intensiven Fleck eine ganz schwache, mit dem Buttersiure-Komplex 
gleichlaufende Fraktion ab. In dem Pherogramm eines weiteren Teils 
des Basengemisches begann die am Froschrectus wirksame Zone mit der 
Acetylcholinfront, erstreckte sich kontinuierlich tiber die Gegend, in der 
Propionylcholin zu vermuten ware und endete erst mehr als 2 cm hinter 
der dem Butyrylcholin entsprechenden Stelle. Da die mangelnde Auf- 
trennung wahrscheinlich Verunreinigungen des Extraktes zuzuschreiben 
ist, wurden weitere Ausziige zunaichst papierchromatographisch auf- 
getrennt und die dem Acetyl- und Butyrylcholin entsprechenden Eluate 
einzeln papierelektrophoretisch untersucht. Bei diesem Vorgehen wan- 
dern die isolierten Ester in schmalen Banden. 





Papierchromatographische Identifizierung der @-e * 
Saurekomponenten von Cholinestern als Hydr- q @ 
oxamat-Felll-Komplexe. — 1: Essig-, 2: Pro- 
pion-, 3: n-Buttersiure aus den Athylestern; 
4: Saure aus der dem Butyrylcholin entsprechen- |@ -6¢@ 


den elektrophoretischen Fraktion; 5: Gemisch 

von 3 u. 4; 6: elektrophoretische Acetylcholin- 

fraktion; 7: Gemisch von 1 u. 6; 8: Gemisch von 
1, 2 u. 3. 











Wh Leeda vthe 2eOr ik 50 


Zur Identifizierung der Ester wurden die dem Acetyl- bzw. Butyryl- 
cholin entsprechenden Zonen aus dem trockenen Elektrophoresestreifen 
eluiert, die eingedampften Eluate in je 0,02 ml Wasser aufgenommen und 
in 4Teile zu je 0,005 m/l getrennt. Eine Portion diente zur papier- 
chromatographischen Identifizierung der Sauren nach dem oben an- 
gegebenen Verfahren ; aus der Acetylcholinfraktion stellte sich Essigsaure, 
aus der dem Butyrylcholin entsprechenden Fraktion Buttersaure dar 
(s. Abb.). Aus den restlichen drei Eluatportionen wurden durch alkalische 
Verseifung (kurzes Erhitzen mit jeweils 0,005 ml n-NaOH) die Amino- 
alkohole freigesetzt und in drei verschiedenen Lésungsmittelsystemen 
(vgl. S. 99) papierchromatographiert; sie liefen dabei stets identisch 
mit Cholin. 

Ein weiteres Kriterium dafir, daB wir hier Butyrylcholin 
isoliert hatten, lieferte die Mikroschmelzpunktsbestimmung des Chlor- 
aurates. Sie ist, wie Vorversuche zeigten, noch herunter bis 10 y Butyry]l- 
cholin méglich, wenn dieses rein vorliegt und in kleinstem Volumen 
prazipitiert wird. Es wurden daher 4 Rindergehirne von insgesamt 
1870 g aufgearbeitet, die aus den Pherogrammen herausgeléste Butyryl- 
cholinfraktion im Spitzglischen mit HAuCl, gefallt. die Mutterlauge 
mit einer Kapillare abgesogen, die Kristalle mit einem Tropfen Wasser 
gewaschen und aus 20 ul 50-proz. Alkohol umkristallisiert. Die gelben 
trhomboiden Tafeln schmolzen bei’ der Bestimmung nach Kofler um 
98°; authentisches n-Butyrylcholin schmolz bei 96—96,5°. Damit ist 
zugleich gesichert, daB nicht der Cholinester der Isobuttersiure vorliegt, 
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dessen Vorkommen im Stoffwechsel des Gehirns ohnehin unwahrschein. 
lich ist; das aus Alkohol in rechteckigen Formen kristallisierende Gold. 
salz der Isoverbindung schmolz bedeutend hodher zwischen 129,59 
und 131°. 

Durch die hier angewendete papierchromatographische und elektrophore. 
tische Arbeitsweise ist eine Unterscheidung von n- und i-Butyrylcholin nicht 
méglich; der Hydroxamat-Felll-Komplex der Isobuttersiure wandert zwar ctwa 
um 0,05 Rr schneller als der der n-Verbindung, doch geniigt dieser geringe Unter. 
schied nicht zur sicheren Differenzierung. Bei der pharmakologischen Priifung 
am Rectus und Froschherz wirkt erwartungsgeméB die Isoverbindung etwas 
stirker, doch betragt am Rectus der Wirkungsunterschied nur etwa 10%; eine 
statistische Auswertung gestattete die isolierte Substanzmenge nicht. Nach Hunt 
und Renshaw!’ ware eine Unterscheidung am Blutdruck des Kaninchens mdglich: 
In Dosen von 20y wirkt n-Butyrylcholin nach geringer Senkung blutdruck. 
steigernd, wahrend Isobutyrylcholin nur Blutdrucksenkung auslést. Jedoch stand 
auch fiir diese Priifung nicht geniigend Material zur Verfiigung. 

In einem weiteren Ansatz mit 1260 g Gehirn wurde das gesamte 
isolierte Butyrylcholin photometrisch bestimmt; die Messung entsprach 
10,1 y Butyrylcholin, wahrend die gleichzeitig abgetrennte Acetylcholin. 
menge 410 y betrug. Um die bei der Extraktion und mikropraparativen 
Auftrennung eintretenden Verluste abzuschitzen, wurden einem Ansatz 
von 1200 g Gehirn bei der Zerkleinerung des Gewebes 100 y synthet. 
Butyrylcholin zugegeben; wiedergefunden wurden 32,5 y, so daB sich 
die Verluste unter Beriicksichtigung des im inkubierten Gehirnbrei 


schon vorhandenen Esters auf etwa 80°, schitzen lassen. Der urspriing- | 
liche Butyrylcholingehalt wire demnach etwa 0,04 y/g; doch kann |- 


diese Zahl nur als Naherungswert angesehen werden, da so geringe 
Mengen an der unteren Erfassungsgrenze der photometrischen Meb.- 
methode liegen. 


Diskussion 


Der bislang in biologischem Material auf chemischem Wege noch 
nicht nachgewiesene n-Buttersiureester des Cholins kann, wie oben 
gezeigt wurde, unter bestimmten Bedingungen mikrochemisch durch 
Papierchromatographie und Hochspannungselektrophorese aus Rinder-. 
hirnextrakten isoliert und durch Charakterisierung seiner Saéure- und 
Alkoholkomponente, auBerdem durch Mikroschmelzpunktsbestimmung 


seines Golddoppelsalzes identifiziert werden. Bei Nacharbeitung des ‘ 


Verfahrens von Holtz und Schiimann war er jedoch im Rinderhim 
nicht zu finden; erst nach Inkubation des Hirnbreis mit Eserin, das 
durch Hemmung der Cholinésterasen vorhandene und evtl. neugebildete 


Cholinester vor hydrolytischer Spaltung schiitzt, gelangen Nachweis | 


und Isolierung des gesuchten n-Butyrylcholins. 


‘a 





Der gefundene Gehalt ist sehr gering; an Hand der isolierten 


Fraktionen ergibt sich ein Verhaltnis -Butyryl- zu Acetylcholin von | 


etwa 1:40. Der naherungsweise errechnete Verlust von etwa 80%, | 


Bs 


17 R. Hunt u. R.R. Renshaw, J. of Pharmacol. exp. Therapeut. 51, 251 4 
[1934]. 4 





3 











1956) 


lein- 
old. 
29,50 


hore. 
nicht 
etwa 
iter. 
ifung 
at Was 

eine 
Lunt 
vlich: 
ruck. 
stand 


znte 


rach f 


olin. 
hiven 
isatz 
thet. 

sich 
nbrei 
‘ling- 


ringe 
Meb. 





crite Sitti tarelieas iene 











Bd. 305 (1956) 103 





Vorkommen von Butyrylcholin im Rindergehirn 


Butyrylcholin bei der Aufarbeitung erscheint relativ niedrig in An- 
betracht der Vielzahl chemischer und physikalischer Operationen, denen 
die hochempfindliche Substanz im Laufe der Aufarbeitung unterworfen 
wird. Es besteht Grund zu der Vermutung, daB die Verluste an Acetyl- 
cholin relativ groBer sind; denn die photometrische Bestimmung einer 
isolierten Acetylcholinfraktion entsprach rund 320 y/kg Hirn, wahrend 
dagegen Stedman und Stedman in ihrem Ausgangsmaterial nach 
aweistiindiger Inkubation mit Eserin bei 37° mit der Blutegelmethode 
einen Acetylcholin-(chlorid-)gehalt von (umgerechnet) 6,0 mg/kg Hirn 
fanden, der wahrseheinlich aus den S. 97 angefiihrten Griinden etwas 
zu hoch liegt, jedoch in der GréBenordnung zutreffen diirfte. Unsere 
relativ geringe Acetylcholinausbeute ist wohl z.T. der vermehrten 
Zahl von Einzeloperationen zur Last zu Jegen. Wesentlich fiir solche 
Vergleiche erscheint auch die Zeitspanne zwischen Totung des Tieres 
und Beginn der Extraktion bzw. Einsetzen der Cholinesteraseblockie- 
rung durch Eserin, ferner auch die Tétungsart; den Ausfiihrungen der 
erwihnten Untersucher sind keine in dieser Richtung verwertbaren 
Angaben zu entnehmen. 


Diese Erwigungen machen auch verstandlich, weshalb Stedman 


_ und Stedman iiber die Reineckate und Chloroplatinate reines Acety]- 


cholin-chloraurat isolierten: Ein etwa vorhandener geringer Anteil des 
Buttersiureesters kann den klassischen Isolierungsmethoden entgangen 


sein. 
kann § 


Die Frage nach einem normalen Vorkommen und damit einer 
biologischen Bedeutung des n-Butyrylcholins bleibt noch offen. Unsere 


| Befunde schlieBen die Moéglichkeit nicht aus, daB sich der Ester erst 
' postmortal bei Gegenwart von Eserin gebildet hat. Diese Méglichkeit 
_ scheint nach den neueren Erkenntnissen iiber die Mechanismen der 
| Cholinacylierung gegeben, das Auftreten von Butyryl-Coenzym A im 
_ intermediaren Stoffwechsel auch des Gehirns nicht unwahrscheinlich. 
_ Zunichst aber méchten wir auf Grund der bisherigen Untersuchungen 


das von uns nachgewiesene n-Butyrylcholin noch nicht als _,,k6rper- 


' eigene‘‘ Substanz ansehen. 





Zusammenfassung 


Entgegen Angaben von Holtz und Schiimann konnte im Rinder- 
hirn bei papierchromatographischer Auftrennung von Extrakten mit 
Athanol, Propanol und Aceton mit eigener Methodik kein Butyryl- 
cholin nachgewiesen werden, dagegen an dessen Stelle eine andere, noch 


) nicht identifizierte Substanz, die bei ausschlieBlich pharmakologischer 


Differenzierung das Vorhandensein des Esters vortaéuschen kénnte. 
n-Butyrylcholin konnte aber isoliert werden, wenn Rinderhirne 


} nach Zerkleinerung 2 Stdn. mit Eserin bei 37° inkubiert und die Gewebs- 


basen aus Athanol- und Trichloressigsiureausziigen iiber eine Reineckat- 
fillung gereinigt wurden. Nach papierchromatographischer Vortrennung 
S* 
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wurden dann Acetyl- und n-Butyrylcholin aus Hochspannungsphero. 
grammen rein erhalten, ihre Siurekomponenten als Hydroxamat-Fe!l. 
Komplexe, das Cholin nach alkalischer Verseifung als Dipikrylaminat 
papierchromatographisch identifiziert, das n-Butyrylcholin zudem durch 
Mikroschmelzpunktsbestimmung seines Chloraurates. Unter Beriick. 
sichtigung der bei der Aufarbeitung eintretenden Verluste errechnet 
sich ein n-Butyrylcholingehalt der vorbehandelten Gehirne von etwa 
40 y/kg. Es ist noch nicht geklart, ob »-Butyrylcholin eine ,,k6rper- 
eigene“ Substanz ist. 


Summary 


Contrary to statements by Holtz and Schiimann, no butyryl. 
choline could be detected in beef brain when ethanol, propanol and 
acetone extracts were submitted to paper chromatographic separation, F 
In its place another substance was obtained which was not identified P| 
but on the basis of its pharmacological properties alone could be mistaken F- 
for the ester. 

n-Butyrylcholine was isolated when beef brain was minced and incu- 
bated with eserine for 2 hours at 37° and the tissue bases purified by 
reineckate precipitation from ethanol and trichloracetic acid extracts. | 
After preliminary paper chromatographic separation, acetyl- and] 
n-butyrylcholine were obtained pure from high-voltage pherograms. |, 
Their acid components were characterized as the Fe!!'-hydroxamate A t 
complexes, the choline as dipicrylamine derivative after alkaline hydro- ( 
lysis and the n-butyrylcholine by micro-determination of the melting> , 
point of its chloroaurate. When allowance is made for losses which 
occur in the working up, the n-butyrylcholine content of pre-treated 
brain is found to be approximately 40 y/kg. The question as to whether 
n-butyrylcholine is an endogenous substance remains open. 
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yhero.- 
Folll, 
minat 
durch Uber die chromatographische Trennung 
riick. ‘ ek ta 
chal der Diastereomeren Cystathionin und al/Jo-Cystathionin 
etwa an Ionenaustauschern 
or per- Von 
Stanley Blackburn und Alfons Schéber! 
Aus der Wool Industries Research Association in Leeds und dem Chemischen Institut der Tierirzt- 
lichen Hochschule Hannover 
= a (Der Schriftleitung zugegangen am 19. Miirz 1956) 
and : - " 

ation Bei der von A.Schéberl, A. Wagner und G. Tauber! auf- 


tified | gefundenen und ausgearbeiteten Synthese des stoffwechselphysiologisch 
_ wichtigen Thioaithers S-[6-Amino-f-carboxy-athyl]-homocystein 


an N-Acetyl-x-amino-acrylsiure optisch aktive Gemische aus L-Cysta- 
imate | thionin und D-allo-Cystathionin (T1) bzw. D-Cystathionin und L-allo- 
ydro- F Cystathionin (T2) dargestellt werden. Damit ergaben sich zwei Problem- 


taken 
HO,C—*CH(NH,)—CH,—S—CH,—CH,—*CH(NH,)—CO,H 
mcu- | werden infolge der Eigenart des benutzten Reaktionstyps inaktive und 
ed by optisch aktive Diastereomerenpaare, die wie in analogen Fallen als 
racts. | (Cystathionin und allo-Cystathionin bezeichnet wurden®, erhalten. 
and ' So konnten beispielsweise durch Addition von L- bzw. D-Homocystein 
rams. | 





elting stellungen. 

which Es war zunichst die Frage zu stellen, in welchem Verhiltnis die 
ine beiden Diastereomeren bei der benutzten Additionsreaktion gebildet 
ether 


werden. Die zweite Frage betraf die analytische bzw. praparative 
Trennung der anfallenden Gemische in die einheitlichen Diastereomeren. 
Hieritiber wurde an anderer Stelle bereits berichtet?, wobei mikro- 
biologische und enzymatische Verfahren sich als anwendbar erwiesen. 

Die erfolgreiche Trennung der Diastereomeren des Lanthionins* 
oder von Cystin® an Dowex-50-Ionenaustauschersaulen lieB es als méglich 
' erscheinen, ahnliche Trennungen auch mit den Diastereomeren des 
| Cystathionins zu erreichen. Die zur chromatographischen Priifung der 
zur Verfiigung stehenden Thioaithergemische benutzte Methode war die 
von Moore und Stein® zur Trennung und quantitativen Bestimmung 





1 A. Schéberl u. A. Wagner, Naturwissenschaften 87, 113 [1950]; Dtsch. 
Bundes-Pat. 819403 [1950], C. 1952, 3734; Dissertat. A. Wagner, Hannover 
1951; A. Schéberl u. G. Tauber, Liebigs Ann. Chem., im Druck. r 
: 2 Vgl. W. P. Anslow, S. Simmonds u. V. du Vigneaud, J. biol. Chemistry 
B 166, 35 [1946]. 

3 A. Schéberl u. G. Tauber, 1. c.1. 

4S. Blackburn u. G. R. Lee, Analyst 80, 875 [1955]. 

5 ©.H. W. Hirs, W.H. Stein u. 8. Moore, J. biol. Chemistry 211, 941 
[1954]. 
6 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]. 
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von Aminoséuren angegebene. In der Tat war unter bestimmten ex. 
perimentellen Bedingungen an dem Austauscherharz Dowex 50 eine 
glatte Trennung der Diastereomerengemische méglich. Die an der Siiule 
selektiv adsorbierten Diastereomeren wurden mit Citratpuffer eluiert, 
die Eluate in kleinen Fraktionen gesammelt und in ihnen det Thio. 
aithergehalt quantitativ durch die Ninhydrinreaktion bestimmt, nach- 
dem durch Eichkurven die Farbwerte an den Aminosaéuregemischen 
festgelegt waren. Auf diese Weise wurde eine Verteilungskurve der zwei 
Thioither auf der Siule mit zwei klar ausgebildeten Gipfeln fiir die 
vorhandenen beiden Aminoséuren erhalten (Abb. 1). Sie gestattete auch 
durch Flichenvermessung eine Abschaitzung der Konzentration jeder 
Komponenten in den eingesetzten Gemischen (Tab. 1). 

Es kann kaum ein Zweifel dariiber bestehen, daB die zwei in den 
Chromatogrammen beobachteten Gipfel den zwei Diastereomeren, also 
dem Cystathionin (L- oder D-) bzw. dem allo-Cystathionin (L- oder D.-), 
entsprechen. DaB dabei L- von D-Cystathionin, oder L-allo- von D-allo. 
Cystathionin getrennt wurde, ist kaum anzunehmen. Die Zuordnung der 
zwei Gipfel zu einem bestimmten Diastereomeren ist nur dann mit 
Sicherheit méglich, wenn stereochemisch vdllig reine Praparate ausge- 
testet werden. Die hier mit einem L-allo-Cystathioninpraparat (T3) 
durchgefiihrten Versuche lassen vermuten, daB der erste Gipfel dem 
Cystathionin (I.- oder D-), der zweite Gipfel dem allo-Cystathionin 
(L- oder D-) zuzuordnen ist. Es war zu beobachten, daB der Gehalt an 
L-Cystathionin in dem einen Diastereomerengemisch (T1) dem D-Cyst- 
athioningehalt in der zweiten Mischung (T2) entsprach. Dies war auch 
auf Grund des gleichen Syntheseweges fiir beide Diastereomerenpaare 
(Tl und T2) zu erwarten. 

SchlieBlich wurden auch noch die Infrarot-Absorptionsspektren 
der verfiigbaren Cystathioninpraparate tiberpriift (Abb. 2). Die Diastere- 
omerenpaare (Tl und T2) ergaben erwartungsgemaB praktisch gleiche 
Spektren. Denn man durfte einerseits annehmen, daB zwar das IR- 
Spektrum von L-Cystathionin mit dem seines stereoisomeren Antipoden 
iibereinstimmt, daB aber andererseits das Spektrum von L- (oder D-)- 
Cystathionin sich von dem des diastereomeren L- (oder D-)-allo- 
Cystathionins unterscheidet. 

Die Infrarotmessungen entsprechen den Ergebnissen der Chromato- 
graphie. Das Spektrum von L-allo-Cystathionin (Abb. 2, T3) war von 
den Spektren der Diastereomerengemische deutlich verschieden. Ohne 
Vermessung der reinen Diastereomeren kann aber auch aus diesen 


IR-Daten nichts Endgiiltiges iiber die Konzentration der Komponenten ; 


in den Mischungen ausgesagt werden. Es ist hier zu erwahnen, daB die 
IR-Spektren der Diastereomeren von Lanthionin* und Cystin’ ebenfalls 
ausgepragte Unterschiede zeigen. 


7 N. Wright, J. biol. Chemistry 120, 641 [1957], und unverdffentlichte 
Beobachtungen in WIRA, Leeds. 
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Somit ist die chromatographische Analyse zur Priifung der Zu- 
sammensetzung synthetischer Mischungen von Cystathionin-Diastereo- 
meren und damit zur Kontrolle von Trennungsmethoden geeignet. 
Es soll versucht werden, derartige Diastereomerengemische an gréBer 
dimensionierten Austauschersiulen auch in praparativem MaBstab zu 
trennen. 


Beschreibung der Versuche 


Fiir die Untersuchungen standen folgende Praparate aus dem Arbeitskreis 

des einen von uns? (A. Sch.) zur Verfiigung: 

. Mischung aus L-Cystathionin + D-allo-Cystathionin: [x]: + 24,0° (c = 1.98, 
2-n.HCl) = T 1. 

2. Mischung aus D-Cystathionin + t-allo-Cystathionin: [x]: — 24,2° (c = 1.03, 
n-HCl) = T 2. 

. L-allo-Cystathionin: [a ]7?: — 21,2° (c = 1.75, 2-n. HCl) = T 3. Dieses Praparat 
war durch Saurehydrolyse von Dibenzoyl-t-allo-cystathionin-monoanilid dar- 
gestellt worden. Es erlitt dabei in geringem Umfang eine Racemisierung. 


— 


ow 


Die zur Chromatographie verwendeten und mit Dowex 50 vom Vernetzungs- 
grad 12% gefiillten Saulen mit einem Durchmesser von 0,9 cm waren 100 cm lang. 
Durch einen wassergespeisten Mantel wurde die Saulentemperatur dauernd bei 
37,5° gehalten. Die Elution erfolgte mit einem Citratpuffer nach Moore und 
Stein® vom py 4,24. Zuerst war dem Puffer Benzylalkohol zugesetzt worden, auf 
den aber spiter ohne Beeintrachtigung der Chromatographie verzichtet werden 
konnte. Von den Cystathioninmischungen wurden 0,2 bis 0,5 mg, in 1 com Wasser 
oder sehr verdiinnter Salzsiure gelést, auf die Siule gegeben, die vorher mit dem 
Puffer gespiilt worden war. Es schlo8 sich nunmehr die Entwicklung des Chromato- 
gramms mit Pufferlbsung vom pp 4,24 an. Der Saéulenauslauf war mit einer Glas- 
spitze versehen, die definierte TropfengréBe gewiahrleistete. Das Eluat wurde in 
l-cem-Fraktionen in einem Fraktionssammler mit Tropfenzahler-Steuerung auf- 
gefangen 

Die 1-ccm-Fraktionen versetzte man dann nach der neuesten Arbeitsvorschrift 
von Moore und Stein® mit 1 ccm einer Ninhydrinlésung in konz. Natriumacetat- 
puffer, erhitzte die Réhrchen 15 Min. im siedenden Wasserbad und verdiinnte 
schlieBlich mit 5 ccm 50-proz. Athanol. Die optische Dichte der Farbung wurde in 
1-cm-Zellen bei 570 my in einem Unicam SP500-Spektralphotometer gegen ent- 
sprechend angesetzte Blindproben gemessen. 

Zur Aufstellung einer Eichkurve wurden Liésungen bekannter Konzen- 
tration einer Cystathionin-allo-Cystathionin-Mischung in ganz verdiinnter Salz- 
siure in gleicher Weise mit Ninhydrin behandelt und die Extinktion der Farbung 
gemessen. Im Konzentrationsbereich von 0—30y/cem Cystathionin ergab sich 
Proportionalitat zwischen optischer Dichte und Substratkonzentration. Aus diesen 
Ergebnissen war fiir das Cystathionin eine ,,Farbausbeute“ von 1,39 zu errechnen®. 
Im Gegensatz zu Lanthionin lieferte Cystathionin mit Ninhydrin in saurer Lésung 
keine Gelbfarbung, was mit Beobachtungen von anderer Seite’® iibereinstimmt. 








8 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 

® §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. Der Wert von 
solchen ,,Farbausbeuten“ fiir eine bestimmte Aminosaure variiert geringfiigig in 
Abhangigkeit von den genauen Versuchsbedingungen. 

10 G.G.F. Newton, E. P. Abraham u. N. J. Berridge, Nature [London] 
171, 606 [1953]. 
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In Abb. 1 ist in einem typischen Kurvenverlauf das Eluat-Volumen gegen 
die optische Dichte der Eluat-Fraktionen aufgetragen. 

Alle untersuchten Praparate (T1, T2, T3) zeigten die typischen zwei Gipfel. 
Der Anstieg zum ersten Maximum beginnt etwa bei Fraktion 35 und die zwei 
Maxima erstrecken sich iiber einen Bereich von etwa 20 Fraktionen. Die Fak. 
tionen zu Beginn des ersten Maximums wurden gesammelt und fiir ein zweites 
Chromatogramm verwendet. Auch hier wurde dann nur ein Maximum beobachtet. 
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Abb. 1. Chromatographische Analyse von Gemisch aus D-Cystathionin + 1-allo. 
Cystathionin (T 2) an Séule mit Dowex 50. 








Die prozentualen Anteile der zwei Komponenten in den verschiedenen Proben 


T1, T2 und T3 wurden aus der Flache unter den Maxima ermittelt. In dem Bereich | 
der Uberlappung der beiden Extinktionskurven muBte hierbei eine graphische ) 


Auswertung herangezogen werden. Die Berechnungen gingen von der Vorauws- 


setzung aus, daB beide Komponenten mit Ninhydrin dieselbe Farbausbeute liefern. F 


Trafe das nicht zu, wiirde ein Fehler in das Ergebnis eingehen, der aber auf jeden 
Fall nur sehr klein sein wird, da der Unterschied in der Farbausbeute bei zwei 90 


eng verwandten Substanzen sicher nicht groB8 sein kann. Der Fehler fiir eine” 


Einzelbestimmung einer Aminosiure nach Moore und Stein liegt um 2—3%,. Bei 
zwei Komponenten in einer Mischung, die sich tiberlappende Maxima liefern, 
diirfte der Fehler in der Bestimmung einer Einzelkomponente aber wahrschein-f 


lich mehr als 5% betragen. 
Die Tab. 1 enthalt die Ergebnisse dieser Auswertungen, wobei die Summe der 


aus beiden Kurvenflichen wiedergefundenen Cystathionin-Diastereomeren mit F 
verzeichnet ist: 
Tab. 1. Saulenchromatogramme von Cystathionin-Diastereomeren. 





Anteil der zuerst Aus Saule 
Substanz auslaufenden Kom- wiedergewonnen 
ponente in % in % 





Tl 35 
Tt? 31 98 
T3 32 101 
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Hiernach ist die Ausbeute innerhalb der Versuchsfehler quantitativ und laBt 
keinen Verlust an Aminosaure in der Saule erkennen. 

Die IR-Spektren der Praparate T1, T2 und T3 wurden mit einem Grubb 
Parsons §3-Infrarotspektrometer in Paraffindlsuspension (Nujol) aufgenommen 
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Abb. 2. Infrarotabsorptionsspektren der Diastereomeren Cystathionin und allo- 
Cystathionin. 


Der eine von uns (S. B.) dankt dem Direktor und dem Rat der Wool Indu- 
stries Research Association fir die Erlaubnis der Publikation und Herrn 
Dr. D.S. Barmby fiir die Messung der IR-Spektren. 


Zusammenfassung 


Diastereomerengemische aus Cystathionin und allo-Cystathionin 
kénnen durch Chromatographie an dem Jonenaustauscherharz Dowex 50 
voneinander getrennt werden. 

Die quantitative Auswertung der Chromatogramme erlaubte Aus- 
sagen iiber die Zusammensetzung der Diastereomerengemische. Die bei 
der Elution zuerst aus der Saule austretende Aminosiure (Cystathionin ?) 
macht iiber 30° der Gesamtmenge aus. Die chromatographische 
Analyse ist daher analytisch und praparativ zur Uberpriifung der Zu- 
sammensetzung synthetischer Cystathionin-Diastereomerer geeignet. 

Die IR-Spektren von Cystathionin und allo-Cystathionin weisen 
betrachtliche Unterschiede auf. Unter Umstanden sind daher auch 
IR-Messungen zur Konzentrationsbestimmung der Diastereomeren 
geeignet. 

Summary 
Mixtures of diastereomers of cystathionine and allo-cystathionine 


can be separated chromatographically on the ion exchange resin 
Dowex 50. Quantitative evaluation of the chromatograms provides 








110 Chromatographische Trennung von Cystathionin Bd. 305 (1956) 


information concerning the composition of the mixtures of diastereo. 
mers. The amino-acid, probably cystathionire, which emerges first from 
the column on elution constitutes more than 30 per cent of the total, 
Chromatographic analysis is thus a suitable method for determining 
the composition of synthetic cystathionine diastereomers. The infra- 
red spectra of cystathionine and allo-cystathionine exhibit marked 
differences so that infra-red measurements may also be used for the 
determination of the concentration of the diastereomers. 
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Uber die Lipoide der Ganglienzellkerne 


aus der Rinde des Gro$hirns und des Kleinhirns 
Von 
H. Debuch und A. Stammler 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln (Direktor: Prof. E. Klenk) und 
der Nervenklinik der Universitat K6ln (Direktor: Prof. W. Scheid) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Marz 1956) 


Uber isolierte Kerne verschiedener Gewebe liegen bereits viele 
Mitteilungen vor!. Neben der chemischen Zusammensetzung sind vor 
allem die Fermentsysteme der Zellkerne einzelner Organe untersucht 
worden. Bei dem Gehirn handelt es sich um ein besonders spezialisiertes 
Organ, das sich sowohl durch eine auBerordentliche Menge von Lipoiden, 
als auch deren Verschiedenartigkeit auszeichnet. Es lag deshalb nahe, 
die Kerne der Ganglienzellen auf ihren Lipoidgehalt und die Verteilung 
der einzelnen Lipoidfraktionen zu untersuchen. 

Unseres Wissens liegt erst eine derartige Untersuchung von Tyrrell 
und Richter? vor. Sie isolierten die Kerne in einer Lésung von Citronen- 
siure. Da im sauren Milieu leicht Veranderungen am Acetalphosphatid- 
molekiil eintreten kénnen, wahlten wir eine andere Methode. 

Dabei war es im vorliegenden Fall nicht von Wichtigkeit die Fer- 
mente in ihrer Aktivitét zu erhalten, d.h. man konnte ohne weiteres 
gefriergetrocknetes Material verwenden, wie von Behrens® angegeben. 
Die praéparierten Hirnrinden wurden von uns auf Trockeneis schnell 
gefroren und im Schwefelséure-Exsiccator getrocknet. Da keine Kern- 
miihle* zur Verfiigung stand, wurde das Material im Homogenisator 
zerkleinert. Um nicht einen Teil der Lipoide vorzeitig zu extrahieren, 
mu8ten organische Lésungsmittel bei der weiteren Verarbeitung vermie- 
den werden; deshalb bedienten wir uns zur Isolierung des differenzie- 
renden Zentrifugierens in Rohrzuckerlésungen vom spezif. Gewicht 
1,025—1,1764. Die Zentrifugate wurden jeweils mikroskopisch kontrol- 
liert. Die Bodensitze (Ganglienzellkerne) hatten am SchluB der Auf- 
arbeitungen einen Reinheitsgrad von 80—90°%, (Abb. 2). Der Rohr- 
zucker wurde anschlieBend durch Dialyse entfernt und die gefrier- 


1 K. Lang u. G. Siebert, Die chemischen Leistungen der morphologischen 
Zellelemente in Flaschentrager-Lehnartz, Physiologische Chemie, Bd. 2/1, 
8. 1064—1157; Springer-Verlag, Berlin, Gottingen, Heidelberg 1954. 

2 L. W. Tyrrell u. D. Richter, Biochem. J. 49, LI [1951]. 

3 M. Behrens, Zell- und Gewebetrennung in Abderhaldens Handbuch der 
biologischen Arbeitsmethoden, Abt. V, Teil 10, 8. 1364, Urban & Schwarzenberg, 
Miinchen 1938. 
4K. Lang u. G. Siebert, Biochem. Z. 322, 360 [1952]. 
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getrockneten Kerne auf die iibliche Weise extrahiert. In den Extraiten 
bestimmte man die verschiedenen Lipoide und ihre quantitative Ver. 
teilung. 

Bei dem Vergleich des Gehaltes an Lipoiden der isolierten Ganglien. 
zellkerne der beiden Hirnrinden ergaben unsere Untersuchungen, dag 
die Lipoide der Kerne des GroBhirns etwa 5°, der Trockensubstanz 
ausmachten, die der Kerne des Kleinhirns etwa 10°, (Tab. 1). Die Zu. 
sammensetzung der Lipoide stimmt dagegen weitgehend tiberein. Die 
einzige deutliche Differenz liegt im Lecithin- bzw. Kephalingehalt 
(Tab. 2). 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung des Kernmaterials 
Von normalen Gehirnen Erwachsener wurden etwa 30 Stdn. post mortem 
nach Entfernung der weichen Hirnhaute und ihrer BlutgeféBe die GroB- baw. 
Kleinhirnrinden abprapariert. Das Rindenmaterial wurde in flachen Schalen auf 


Fraktion I diinnfliissig 

Fraktion II dickfliissig, abgieBbar 
Fraktion III zahfliissig, nicht abgieBbar 
Fraktion IV dunklerer Bodensatz 


Abb. 1. Schichtung des Zentrifugates (in 10-proz. Zuckerlésung). 


Trockeneis eingefroren, in gefrorenem Zustand in diinnen Mull gepackt und im 
Schwefelsiure-Exsiccator getrocknet*. 

Zur weiteren Aufarbeitung wurde das Material in einem Mérser fein zerstoBen, 
in der fiinffachen Menge einer 10-proz. Rohrzuckerlésung (Zu.-Lésg.) suspendiert 
und in einem Homogenisator 24% Min. homogenisiert. Die Rohrzuckerlésungen 
stellte man sich stets durch entaprechendes Verdiinnen einer Stammldésung (100 
Zucker, gelést in 100 ccm Wasser = 100-proz. Lésung, spezif. Gew. 1,242) her. 
Zur Entfernung von GefaBresten und gréberen Gewebspartikeln wurde die Suspen- 
sion mit der fiinfzehnfachen Menge (bezogen auf das Trockengewicht) 10-proz. 
Rohrzuckerlésung verdiinnt und iiber eine Sandsiule geschickt. Diese bereitete 
man sich in einem Glasrohr (@ = 3cm, Héhe etwa 20 cm), dessen unteres Ende 
spitz ausgezogen und mit einer Gummimanschette auf einer Saugflasche an- 
gebracht war. Das Rohr enthielt unten eine kleine Porzellansiebscheibe, die mit 
einer sehr diinnen Watteschicht bedeckt war. Darauf goB man soviel einer Auf- 
schwemmung von reinem gegliihtem Seesand in 10-proz. Rohrzuckerlésung, dai 
die Héhe des Sandes héchstens 5 cm betrug. Unter leichtem Vakuum filtrierte 
man die Kernsuspension und wusch die Siule mit der 25—30fachen Menge frischer 
Lésung nach. Die vereinigten Filtrate zentrifugierte man zunachst in grofen 


Zentrifugenglasern (200 ccm) 10 Min. bei 2000 g. Uber dem dunklen Bodensatz f 


setzte sich eine zahfliissige Schicht ab, bis zu dieser dekantierte man das Uber- 
stehende. Die vereinigten Bodensitze wurden nun stets in engen, hohen Zentri- 
fugenglisern (12 130mm) zentrifugiert. Das Zentrifugat setzte sich in vier 
Schichten ab (Abb. 1). 





Nach der mikroskopischen Untersuchung der einzelnen Fraktionen wurden |~ 
Fr. I und Fr. II, die vorwiegend Zelldetritus enthielten, verworfen, Fr. III ab- | 
gesaugt, mit dem gleichen Volumen 10-proz. Zu.-Lésg. verdiinnt und erneut zen- | 
trifugiert. Den dabei gebildeten dunkleren Bodensatz vereinigte man mit Fr. IV, 7 
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suspendierte in frischer 10-proz. Zu.-Lésg. (spezif. Gew. 1,025) und zentrifugierte 
wieder 10 Min. bei 2000 g. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis das Uber- 
stehende klar war, was nach 2—3maligem Auswaschen erreicht war. SchlieBlich 
suspendierte man noch in 30-proz. Lésung (spezif. Gew. 1,079), 50-proz. Lésung 
(spezif. Gew. 1,109) und 70-proz. Lésung (spezif. Gew. 1,176) und zentrifugierte 
jetzt 20 Min. bei 2200 g. 

Bei der Aufarbeitung der Kleinhirnzellkerne wurde noch weiter mit 75-, 80- 
und 85-proz. Zu.-Lésg. ausgewaschen. Die Bodensatze ergaben Kernfraktionen 
mit einem Reinheitsgrad von etwa 80% (Ausstrichpraparate gefarbt mit Haima- 
laun, siche Abb. 2). 


Abb. 2. Kernausstrichpriparat der ,: we to3 ve 
GroBhirnrinde. Farbung Hamalaun. see, 5 ae Bie, . 
. 2 


VergréBerung 1 : 80. ae 


Um den Zucker zu entfernen, dialysierte man die zuletzt erhaltenen vereinigten 
Bodensatze gegen aqua dest. unter Schiitteln bei + 4°. Die AuBenfliissigkeit (etwa 
das 20-fache Volumen der Kernsuspension) wurde so oft gewechselt, bis sie keine 
positive Molisch-Probe gab, was gewohnlich nach viermaligem Wechsel erreicht 
war (Wechsel nach 1% Stde., dann 1 Stde., 4 Stdn., 8 Stdn.). Das rohrzuckerfreie 
Kernmaterial wurde anschlieBend in der Kristallisierschale gefriergetrocknet. 
Durchschnittliche Ausbeute: 


0,20 g Kerne (Tr.-Gew.) aus 25 g Trockensubstanz der GroShirnrinde, 
0,16 g Kerne (Tr.-Gew.) aus 8g Trockensubstanz der Kleinhirnrinde. 


Bestimmung der Lipoide 


Das getrocknete Kernmaterial wurde mit der 10-fachen Menge Metha- 
nol:Chloroform (3:1 Vol.-Tle.) 1 Stde. unter RiickfluB gekocht, heiB abfiltriert 
und auf die gleiche Weise noch zweimal extrahiert (eine vierte Extraktion erwies 
sich als unnotig). Die vereinigten Filtrate wurden im Vak. unter CO, bis zur Trockne 
eingeengt und mit Chloroform in ein 25-ccm-MeBkélbchen iiberfiihrt. Von dieser 
Chloroformlésung entnahm man | bzw. 2 ccm Lésung, die man in der Hausmann- 
schen Schale abdampfte, bis zur Gewichtskonstanz trocknete und so den Riick- 
stand bestimmte. Umgerechnet auf den Gesamtextrakt ergaben sich die in Tab. 1 
gezeigten Werte der Gesamtlipoide. 


Tab. 1. Gesamt-Lipoidgehalt der getrockneten Kerne. 














Kernmaterial, getrocknet Gesamt-Lipoide 
Gewicht in g in g a 
eo 0,99 (1,00) 0,044 (0,049) 4,5 (4,9) 
mi 0.61 (0,60) 0,060 (0,060) 9,8 (10,0) 
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GroBhirn 

1,0(1,0) cem eines Extraktes, der 1,76mg Gesamt-Lipoid enthielt: E = €,209 
(0,206); F =0,128, entspr.: 0,027 (0,026) mg P (Phosphorbestimmung nach 
Teorell5). 1,53 (1,48) % P. 

5,0 (5,0) cem einer Lésung, die 0,1325 mg Gesamt-Phosphor enthielten: 
E =0,094 (0,096); F =0,126, entspr.: 0,0118 (0,0121) mg P; d.h. 89 (91)% des 
Gesamt-Phosphors ist leicht abspaltbarer P (Bestimmung nach Schmidt und 
Mitarbb.*). 

48,8 mg Sbst.: E = 0,105; F = 6,3, entspr.: 0,66 mg Cholin (Cholinbestimm ung 
nach Brante’). 1,35% Cholin. 

0,5 (0,5) cem eines Extraktes, die 0,88 mg Gesamt-Lipoid enthielten; Ver. 
diinnung 1:1000; E = 0,129 (0,126), F = 12,5; Plasmalbestimmung nach Feulgen, 
Boguth und Andresen®: 1,6 (1,6)°% Plasmal berechnet als Dimethylacetal. 

538,6 mg Sbst., entspr. 25,3 mg Gesamt-Lipoid; ZH =0,629; F = 104, entspr. 
65,42 » Neuraminséure (Neuraminsiurebestimmung nach E. Klenk und H. 
Langerbeins’). 

4,0 (4,0) com eines Hydrolysates von 2,11 mg. Gesamt-Lipoid: 0,62] 
(0,469) com n/200-Na,8,0,, entspr. 0,095 (0,073) mg Galaktose; 4,5 (3,5) Zucker, 
berechnet auf Galaktose (Zuckerbestimmung nach _M.Somogyi?®). 


Kleinhirn 

1,0(1,0)cem eines Extraktes, der 2,88 mg Gesamt-Lipoid enthielt; E = 0,328 
(0,330), F =0,127, entspr. 0,0417 (0,0419) mg P; 1,75 (1,76)% P. 

2,0 (2,0) cem einer Lésung, die 0,025 mg P enthielten; HE =0,176 (0,178), 
F =0,126, entspr. 9,0222 (0,0224) mg P; d. h. 88,8 (89,5)° des Gesamt-Phosphors 
sind leicht abspaltbar. : 

60,10 mg Sbst., FE = 0,356, F = 6,99, entspr. 2,49 mg Cholin; 4,15°% Cholin. 

0,94 (0,55) mg Sbst.: Verdiinnung 1:300; EH =0,390 (0,336), F = 3,72; 1,5 
(1,3)% Plasmal. 

150,0 mg Sbst., entspr. 15,00 mg Gesamt-Lipoid, F = 0,125, F = 104, entspr. 
13 y Neuraminsiure. 

4,0 (4,0) ccm eines Hydrolysates von 2,26 mg Gesamt-Lipoid: 0,600 
(0,605) cem n/200-Na,S,0,, entspr. 0,095 (0,094) mg Galaktose. 4,2 (4,2)% Zucker 
berechnet auf Galaktose. 

2,500 (2,032) mg Lipoid: E =0,636 (0,545), F = 0,772, entspr. 0,491 (0,420) mg 
Cholesterin. 19,6 (20,7)% Gesamtcholesterin (Cholesterinbestimmung nach G. R. 
Kingsley und R. R. Schaffert"). 


Tab. 2. Analysenergebnisse der Zellkerne aus GroB- und Kleinhirnrinde 
(berechnet in °% der Gesamt-Lipoide). 





: Neur- 
Ges.-P leicht- Cholin |Plasmal}] amin- | Zucker Chole- 
abspb. E sterin 
sdure 
o/ Pp 0/ 1) 0/ 0/ 0/ 
/0 oO oO 0 /0 0 Yo 





GroBhirn | 1,53/1,48 | 1,34/1,36] 1,35 | 1,6/1,6] 0,26 | 4,5/3,5 | 23,2/22,9 
Kleinhirn | 1,75/1,76 | 1,37/1,38| 4,15 | 1,5/1,3| 0,09 | 4,2/4,2 | 19,6/20,7 


























5 T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 

6G. Schmidt, J. Benotti, B. Hershman u. S.J. Thannhauser, J. 
biol. Chemistry 166, 505 [1946]. 

7 G. Brante, Biochem. Z. 305, 136 [1940]. 

8 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

® E. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 

10 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 

1G. R. Kingsley u. R. R. Schaffert, J. biol. Chemistry 180, 315 [1949] 
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Berechnung der Lipoidfraktionen: 

Aus den einzelnen Analysenergebnissen lassen sich die verschiedenen Lipoide 
unter Zugrundelegung folgender Verhiltnisse errechnen: 

Phosphatide: P 4%, 

Glycerinphosphatide: 1. a. P 100%, 

Sphingomyelin: 1. a. P0%, 

Lecithin: Cholin 15%, 

Acetalphosphatide: Plasma] (ber. als Dimethylacetal) 41%, 

Gangliosid: Neuraminsiure 20%, 

Zucker berechnet als Galaktose 38%, 

Cerebrosid: Zucker ber. als Galaktose 19%. 

Daraus ergeben sich fiir die Lipoidfraktionen der GroB- bzw. Kleinhirnrinden- 
kerne die Werte der Tab. 3. 


Tab. 3. Zusammensetzung der Gesamtlipoide von GroBhirn- und Kleinhirnrinden- 
zellkernen (berechnet auf die Gesamtlipoide in %). 








GroBhirn Kleinhirn 

(Phosphatid) ........ (37,5) (44,0) 
Sphingomyelin ...... 3,8 4,8 
Gecithin 2 a 9,0 27,6 
Acetalphosphatide .... 3,9 3,4 
MRCDHARIN s+. 6 fe. ce ve, jehce' Js 20,8 8,2 
Eo rae 1,3 0,4 
Camurosid gs te 17,5 18,4 
eecerin Se 23,0 20,5 








Fraulein E. Hohmann, med. techn. Assistentin, danken wir fiir die tech- 


nische Hilfe. 


Zusammenfassung 


Es wurden die jeweils aus GroBhirn- bzw. Kleinhirnrinden isolierten 
Kerne auf ihren Lipoidgehalt untersucht. Der Lipoidanteil betrug bei den 


 GroBhirnrindenzellkernen nur 5°, der Trockensubstanz, bei den Zell- 


kernen aus Kleinhirnrinde dagegen 10°%,. Die beiden Lipoidfraktionen 
stimmen in ihrer Zusammensetzung weitgehend iiberein. 


Summary 


The lipid content of cell nuclei isolated from cerebral and cerebellar 


_ cortex has been determined and found to be 5 and 10 per cent of the 
_ solid matter, respectively. The two lipid fractions show a large degree 


of similarity in their composition. 
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Trennung von Steroiden 
durch Verteilungschromatographie an Cellulosesaulen 
53. Mitteil. iiber Sexualhormone, Steroide und Sterine* 
Von 


Wilhelm Dirscherl, Wolfgang Korus und Herbert Schriefers 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Bonn a. Rh. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Marz 1956) 


Im Zuge unserer Arbeiten iiber die Wirkungsweise von Steroid. 
hormonen haben wir uns eingehend mit der Papierchromatographie 
beschaftigt!. Da sich aber die Papierchromatographie in quantitativer 
und praparativer Hinsicht fiir unsere Zwecke weniger geeignet erwies, 
wandten wir uns der Séulenchromatographie zu. Die Methode erfordert 
allerdings umfangreiche und zeitraubende Vorversuche. Dieser offen. F 
kundige Nachteil miiBte sich vermeiden lassen, wenn man die Saulen. 
chromatographie materialmaBig der Papierchromatographie méglichst 
angleicht. Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, daB man sich bei 
Verwendung von Cellulosepulver als Tragersubstanz und beispielsweise 
Propylenglykol/Toluol als Lésungsmittelsystem an Hand der Ry-Werte F 
des Papierchromatogramms mit einem kleinen Teil des zu trennenden F 
Substanzgemisches tiber die relativen Wanderungsgeschwindigkeiten an 
der Saule einfach und schnell unterrichten und auf diese Weise Zeit und > 
Arbeit einsparen’ kann. Im iibrigen hat Cellulose auch den Vorzug,f 
wesentlich billiger als beispielsweise Silicagel oder Celite zu sein. : 

In der Literatur scheinen sich nur wenige Angaben iiber die Verwendung von 
Cellulosesiulen im allgemeinen und in bezug auf Steroide zu finden. Hofman = 
und Staudinger? haben an einer Cellulosesiule im monophasischen System 
butanolgesattigtes Wasser Nebennierenrindenextrakte vorgereinigt, die quanti-§ 
tative Trennung aber auf dem Papier durchgefiihrt. In dieser kurzen Mitteilung, die F 
keine néheren Angaben enthalt, findet sich zwar ein Hinweis, daB die Wanderun F 
auf der Saule in der gleichen Reihenfolge wie auf dem Papier erfolge, aber keine F 
quantitative Beziehung. Ferner wurde die Cellulosesiule von Simpson unify 
Mitarbb.* zur Isolierung von Aldosteron im B,-System von Bush‘ angewandt. 
Die Autoren halten jedoch das Verfahren wegen der hohen Leerwerte fiir wenig 
geeignet. ‘ 

* 52. Mitteil.: M. Rohdewald u. W. Dirscherl, Z. Vitamin-, Hormon- u. : 


Fermentforsch. [Wien] 7, 241 [1955]. 
1 W. Dirscherl u. E. Gerhards, Acta endocrinol. 19, 233 [1955]. 
2 H. Hofmann u. Hj. Staudinger, Arzneimittel-Forsch. 2, 44 [1952];F 
auch H. Schmidt u. Hj. Staudinger, Biochem. Z. 825, 150 [1954]. i 
3§.A.Simpson, J. F.Tait, A.Wettstein, R. Neher, J. von Euwy 
O. Schindler u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 37, 1163 [1954]. dj 
4 1. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 
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Auch nach unserer Erfahrung zeigt ungereinigte Cellulose (Cellulose- 
pulver von Schleicher & Schill) hohe und inkonstante Leerwerte; sie 
lassen sich durch entsprechende Re nigung auf konstant niedrige Werte 
reduzieren (Extinktion bei 240 my: 0,015—0,030/ml Eluat/em Schicht- 
dicke). 

Es sei noch erwahnt, daB die Fraktionen an ungereinigter Cellulose 
weiter auseinandergezogen sind und stérende Schwanzbildung zeigen. 
Die Leerwerte der ungereinigten Cellulosesiule nehmen bei tagelangem 
Eluieren nicht stetig ab, sondern zeigen regelmaBig wechselnde Werte, 
wie aus Abb. 1 hervorgeht. Dieser Verlauf diirfte durch die Anwesenheit 
mehrerer Verunreinigungen bedingt sein. 


b 


r 











00 =6200—(i«C(ittCStCt«C 
ml Eluat —— 
Abb. 1. Verhalten der Leerwerte im Laufe einer mehrtagigen Eluierung an un- 
gereinigter (a) und gereinigter Cellulose (b). System Propylenglykol/Toluol. 


Fir die Erzielung guter und reproduzierbarer Ergebnisse ist die 


genaue Beachtung der im folgenden aufgeftihrten methodischen Einzel- 
heiten unerlaBlich. 


Methodik 


Lésungsmittel: Toluol, chemisch rein*, gereinigt nach Pestemer®, wird 
mit 1.2-Propylenglykol (Riedel-de Haén) iiber Nacht bei 20°+1° aquilibriert. 

Das an Toluol gesattigte Propylenglykol dient zur Impragnierung der Cellulose 
(stationare Phase) sowie als Lésungsmittel zum Auftragen des zu trennenden 
Substanzgemisches auf die Séule und das mit Propylenglykol gesattigte Toluol als 
mobile Phase. 

Reinigung der Cellulose: 20g Cellulosepulver 123 (Schleicher & Schiill) 
werden mit 250 ml Toluol und 150 ml Methanol (p. a. Merck) 48 Stdn. im Soxhlet 


7 extrahiert, danach in méglichst diinner Schicht gleichmaBig auf einer Glasplatte 


ausgebreitet und bei 30° 24—48 Stdn. getrocknet. AnschlieBend wird das Pulver 
in luftdicht verschlossener Flasche aufbewahrt. 

Impragnierung: Gereinigte Cellulose wird im temperaturkonstanten Raum 
bei 20° mit einer Mischung von 1,4 ml Propylenglykol und 4,6 ml Methanol pro g 
Cellulose 5 Min. geschiittelt (Standardbedingungen). Der erhaltene Brei wird in 
moglichst diinner und gleichmaBiger Schicht auf einer Glasplatte ausgestrichen 
und 4 Stdn. bei 20° zum Abdunsten des Methanols belassen, wobei man in halbstdg. 
Abstanden die Celluloseschicht aufnimmt und erneut gleichmaBig verteilt. 


5 M. Pestemer, Angew. Chem. 63, 118 [1951]. 
~ * Wir danken den Farbenfabriken Bayer, Werk Uerdingen, fiir die 


kostenlose Oberlassung. 
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Praparation der Saule: AusmaB unter unseren Standardbedingungen: 
11180 mm. Zum Packen des am unteren Ende mit Glaswolle (p. a.) versch logge. 
nen Glasrohres (11 x 250 mm) haben wir uns im Prinzip der von Butt, Morris, 
Morris und Williams‘ fiir Celite-Siulen angegebenen Methode bedient, indem wir 
die impragnierte Cellulose durch 5 Min. langes Schiitteln in der mobilen Phase homo. 
genisieren und sie in das vorher mit mobiler Phase gefiillte Glasrohr portionsweise 
einbringen. Gleichzeitig wird mit einem sogenannten Martin-Packer® durch schnelles 
Aufwarts- und langsames Abwartsbewegen mit anschlieBendem Anpressen der 
Cellulose eine feine Verteilung und homogene Fiillung erreicht. Bei einiger Ubung 
werden auf diese Weise ganz gleichmaBig gepackte Saulen erhalten. Mit 30—50 mi 
mobiler Phase wird dann die Séule gewaschen und die Waschfliissigkeit in Frak. 
tionen von 10 ml zur Bestimmung des Saulenleerwertes aufgefangen. Der Rest des 
noch iiber der Saule stehenden Laufmittels wird durch Uberdruck (5 Torr) 1—2 mm 
tief in die Saule eingepreBt. Danach bringt man pro 100 ul Substanzlésungsmittel 
eine 2 mm dicke Schicht gereinigter, aber nicht impragnierter Cellulose auf. Diese 
Schicht wird nach tropfenweisem Auftragen des Substanzgemisches mit dem 
Martin-Packer fest angedriickt. AnschlieBend wird das Laufmittel vorsichtig bis 
zu einer Héhe von 60 mm aufpipettiert und dieses Niveau durch Nachtropfen aus 
einem luftdicht aufgesetzten Schiitteltrichter konstant gehalten. Die Fraktionierung 
richtet sich nach der GréBe der aus dem papierchromatographischen Vorversuch 
zu erwartenden Trenneffekte und erfolgt nicht nach der Zeit, sondern nach dem 
Volumen, da wahrend der Gesamtlaufzeit Anderungen in der Laufgeschwindigkeit 
zu erwarten sind. Die Fraktionen werden im Eindampfgeraét nach Hecker und 
Karlson’ unter vollem Wasserstrahlvakuum bei maximal 30° vom Laufmittel 
befreit ‘und die UV-Spektren der in Methanol aufgenommenen Riickstande im 
Unicam-Spektrophotometer S. P. 500 gemessen, soweit es sich bei den Substanzen 
um A!-3-Ketosteroide handelt. 


Ergebnisse und Besprechung 


An der Cellulosesaule lassen sich unter unseren Standardbedingungen 
gute und gut reproduzierbare Trenneffekte auch fiir solche Steroide er. 
zielen, die sich in ihrer Tendenz zur Wasserstoffbriickenbindung 
(s. Dirscherl und Gerhards?) nur wenig voneinander unterscheiden 
und daher auch papierchromatographisch ahnlich verhalten. Abb. 2 zeigt 
zwei Beispiele solcher Trennungen. Es ist ersichtlich, daB die vom Papier. 
chromatogramm her bekannte Folge 11-Desoxy-corticosteron (DOC), 
Testosteron (T), Cortison-acetat (Co-Ac), Cortison (Co) auch an der 





vers.6||D0c || 7 4 Co-Ac 








vers5||ooc 7 = Co-Ac | 
0°20 °° 6° 6 00° 2° 40 60 600 
ml Eluat —— 
Abb. 2. Trennung von Steroidgemischen an der Cellulosesaule (Standard- 
bedingungen). 
Eingesetzte Hormonmengen und Wiederfindung s. Tab., Versuche 5 u. 6. 
DOC: 11-Desoxy-corticosteron, T : Testosteron, Co-Ac: Cortison-acetat, Co: Cortison. 








6 W.R. Butt, P. Morris, C. J. O. R. Morris u. D. C. Williams, Biochem. 
J.49, 434 [1951]. 
7 E. Hecker u. P. Karlson, Chemie-Ing.-Techn. 25, 397 [1953]. 
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Sdule erhalten wird. Wahrend jedoch die Ry-Werte infolge der quanti- 
tativ schlechter zu handhabenden Impragnierung des Papiers gewissen 
Schwankungen unterworfen sind, sind diese bei den Positionen der ent- 
sprechenden Substanzen an der Saule nur ganz geringfiigig. Wir fiihren 
dies auf die unter unseren Bedingungen stets konstante Beladung des 
Cellulosepulvers mit Propylenglykol zuriick. Die Substanzbiander sind 
gut voneinander abgesetzt, wenn man in den Ubergangszonen in mdg- 
lichst kleinen Volumina (1—2 ml) fraktioniert. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB sich die Komponenten der ge- 
priften Steroidgemische in befriedigender Ausbeute (rd. 95°) wieder- 
finden lassen. 


Wiederfindung von Steroidhormonen aus Gemischen nach Chromatographie an 
Cellulosesaulen. 





eingesetzt wiedergefunden 
mg mg | 


0,824 0,889 
0,889 0,770 
0,814 0,735 
11-Desoxy-corticosteron 0,839 0,804 
Cortison 0,824 0,758 
0,898 0,772 
1,399 1,303 
0,598 0,576 
11-Desoxy-corticosteron 0,705 0,694 
Testosteron 0,937 0,920 
Cortison-acetat B27 1,072 
Cortison 0,362 0,366 101,0 
11-Desoxy-corticosteron 0,700 0,653 93,0 
Testosteron 0,718 0,705 98,0 
Cortison-acetat 0,682 0,675 99,0 
11-Desoxy-corticosteron 0,274 0,289 105,0 
11-Dehydro-corticosteron 0,251 * 0,182 * 12,5* 
Corticosteron 0,272 0,236 87,0 
11-Desoxy-17-hydroxy- 
corticosteron 0,294 0,296 100,5 
Cortison 0,398 0,360 90,5 


Versuch 


Nr Hormongemisch 




















* papierchromatographisch nicht rein. 


Einen quantitativen Vergleich der relativen Wanderungsgeschwin- 
digkeiten der gepriiften Steroide auf dem Papier und an der Cellulose- 
siule zeigt Abb. 3. Zur Kennzeichnung der Wanderungsgeschwindig- 
keit an der Siule verwenden wir den Begriff des Eluatschwerpunktes. 
Analog dem Ry-Wert, fiir dessen Berechnung die Mitte des Substanz- 
flecks herangezogen wird, definieren wir den Eluatschwerpunkt als die 
Mitte, ausgedriickt in m/, einer Eluatfraktion. Aus der halblogarith- 
mischen Darstellung der Abb. 3 laBt sich der jedem Ry-Wert ent- 
sprechende Eluatschwerpunkt ablesen. NaturgemaB gilt der angegebene 
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Abb. 3. Beziehung zwischen Ry-Wert 
(Papier Schleicher & Schiill 2043b) 
und Eluatschwerpunkt (Cellulosesaule) 
fiir einige Steroideim System Propylen- 
glykol/Toluol (Standardbedingungen). 














W. Dirscherl, W. Korus und H. Schriefers, 
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Kurvenverlauf nur fiir die zugrunde 
liegenden Standardbedingungen. In 
der Abb. 3 ist weiter die Schwan. 
kungsbreite der Wanderungsge. 
schwindigkeiten eingezeichnet. Wie 
bereits oben erwahnt, ist sie fir 
die Siule wesentlich geringer als fiir 
das Papier. Die besonders groke 
Streuung der Ry-Werte von Corti- 
son-acetat fiihren wir auf die 6fters 
beschriebene Schwanzbildung® zu. 
rick, die wir an der Saéule unter 
Standardbedingungen in keinem 
Fall beobachtet haben. 

Nachdem sich die Cellulosesiule 
zur Trerinung reiner Steroide aus 
ihren Gemischen als sehr gut ge. 
eignet erwiesen hat, ergab sich die 
praktisch wichtige Frage, ob sich 
dieses Verfahren auch auf biologi. 
sche Verhialtnisse anwenden abt. 
Wir haben dies am Beispiel des 
Leberhomogenats gepriift. 

Kine Mischung von je 0,7 mg DOC,T 
und Co-Ac in insgesamt 0,1 ml Propylen- 
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SS | j | 
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S } | Co-Ac | | 
| | 
0 50 0 90 120 150 
ml Eluat —— 


Abb. 4. Chromatogramm eines ungereinigten Extraktes der zu Leberhomogenat 
zugesetzten Hormone 11-Desoxycorticosteron (DOC), Testosteron (T) und Cortison: 
acetat (Co-Ac). 


glykol wurde zu 4 ml eines Rattenleberhomogenats (Trockengewicht 62,7 mg) | 
zugesetzt. Sofort nach Durchmischung wurde mit 8 ml Ather-Chloroform (3:1) / 
extrahiert und der Extrakttrockenriickstand ohne weitere Reinigung in 1,0! 


ISN i.e Shee 





stationérer Phase aufgenommen. 0,5 m/ der stark gefarbten und triiben Lésun ~ 
wurden an der Saule chromatographiert. 


8 E. Gerhards, Diplomarbeit Bonn 1954; E. Heftman, Chem. Reviews 5), ~ 
679 [1955]. Z 
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Das Chromatogramm der dem Leberhomogenat zugefiigten und 
wieder extrahierten Steroide verhielt sich hinsichtlich Trenneffekt und 
Lage der Eluatschwerpunkte (Abb. 4) wie das des reinen Steroid- 
gemisches (Abb.'2). Auf die Frage der Wiederfindung ist in anderem 
Zusammenhang einzugehen. 

Alle bisher erwahnten Versuchsergebnisse sind unter den in der 
Methodik angegebenen Bedingungen gewonnen worden. Anhangsweise 
sei an zwei Beispielen gezeigt, wie sich eine Anderung dieser Standard- 
bedingungen, nimlich der Beladung der Saéule mit Impragnierungsmittel 
und der Saulenlange, auf das Chromatogramm auswirkt. 

Wanderungsgeschwindigkeit und Trenneffekt hangen von der Be- 
ladung der Séule mit Propylenglykol ab: Impragnierung mit 0,42 ml/g 





I (poe I | 














tL [ Lo | ‘s 
0 100 200 300 400 500 600 700 600 900 
ml Eluat —— 
Abb. 5. Abhangigkeit der Wanderungsgeschwindigkeit und des Trenneffektes von 


der Beladung der Saule mit Propylenglykol. 
I: 0,71 ml/g Cellulose; IT: 1,4 ml/g Cellulose. 


war unzureichend (Schwanzbildung), mit 0,71 ml/g zeigten sich noch zu 
geringe Trenneffekte bei ungentigender Reproduzierbarkeit. Erst mit 
1,4 ml/g (Standardbedingungen) lieBen sich einwandfreie Ergebnisse er- 
zielen. In Abb. 5 sind die Chromatogramme fiir die beiden letzten 
Konzentrationen schematisch wiedergegeben. Wie man sieht, ist die 
Wanderungsgeschwindigkeit an der starker impragnierten Saule kleiner, 
entsprechend den auf Papier von Dirscher] und Gerhards! im gleichen 
Lésungsmittelsystem und von Kochakian und Stidworthy® mit 
Propylenglykol/Cyclohexan-Benzol (1:1) erhaltenen Ergebnissen. 

Wegen der Abhangigkeit der Wanderungsgeschwindigkeit vom 
Grad der Impragnierung muB die Saule méglichst gleichmaBig mit einer 
definierten Menge Propylenglykol beladen werden. Dies ist nur durch 
Anwendung einer verdiinnten Lésung zu erreichen. 

Die Bedeutung der Siulenlange fiir die Trennung erlautern wir an 
folgenden Beispielen. An einer 100 mm langen Cellulosesiule werden 
DOC (Ry 0,96) und 11-Dehydro-corticosteron (Ry 0,60) nur ungeniigend, 
an einer 180 mm langen (Standardbedingungen) dagegen gut getrennt. 
Fiir die Trennung von z. B. DOC, Corticosteron (Ry 0,20) und Cortison 
(Ry 0,04) ist die 100-mm-Saule durchaus geeignet. Demnach besteht 
eine Beziehung zwischen dem Verhialtnis der Ry-Werte der zu trennenden 
Steroide und der notwendigen Saulenlinge. Fiir die Trennung von 
Steroiden mit starker differierenden relativen Wanderungsgeschwindig- 








° C.D. Kochakian u. G. Stidworthy, J. biol. Chemistry 199, 607 [1952]. 
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keiten wird man mit einer kiirzeren Saule und folglich kiirzerer Lau{zeit 
auskommen. Auch hier gibt das Papierchromatogramm Hinweise fiir 
die Verteilung an der Saule. 

In der vorliegenden Arbeit ist besonders auf die enge Beziehung 
zwischen Papierchromatogramm (Ry-Wert) und Verteilung an der 
Cellulosesiule (Eluatschwerpunkt) hingewiesen worden. Diese Bezieh ung 
gilt naturgemaB nicht nur fiir das hier verwendete Lésungsmittelsys‘em, 
sondern auch fiir andere (Ubersicht s. Dirscherl und Gerhards}), 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine genaue Arbeitsvorschrift zur Trennung von Steroid. 
hormonen an einer Cellulosesiule (System Propylenglykol/Toluol) mit- 
geteilt. Auf die Bedeutung der Cellulosereinigung fiir den Leerwert wird 
hingewiesen. 

2. Zwischen Ry-Wert und Eluatschwerpunkt besteht bei bestimm. 
ten Bedingungen eine quantitative Beziehung, die es erlaubt, Vorher. 
sagen fiir die Trennung an der Saule zu machen. 

3. Im Mittel lassen sich 95°/, der eingesetzten Steroide aus ihren 
Gemischen wiederfinden. Das gilt auch fiir Mengen tiber 1 mg. 

4. Die Methode ist auch auf biologisches Material (Leberhomogenat) 
anwendbar. 

5. Die Bedeutung einiger Faktoren (Linge der Saéule, Beladung mit 
Impragnierungsmittel) fiir den Trenneffekt wird an Beispielen erlautert. 


Summary 


1. A method is described for the separation of steroid hormones on a 
cellulose column using propylene glycol/toluene as solvent system. 
Attention is directed to the importance of purifying the cellulose from 
the point of view of the blank. 

2. Under certain conditions there is a quantitative relationship 
between Ry value and the ,,Eluatschwerpunkt‘*. By means of this 
relationship predictions can be made concerning the separation on 
the column. 

3. On the average 95 per cent of the steroids employed are recovered 
from their mixtures; this applies also to quantities greater than | mg. 

4. The method can be applied to biological material such as liver 
homogenate. 

5. The significance of certain factors such as column length and 
degree of impregnation with stationary phase for the separating effect 
is discussed with the aid of examples. 
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Unterschiede in den freien Aminosduren 


in BlattpreBhsaften gesunder und blattrollkranker 
Kartoffelpflanzen 
Von 
Fritz Reindel und Walter Bienenfeld * 
Aus dem Chemischen Institut Weihenstephan der Techn. Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mirz 1956) 


Die Bemiihungen, eine Virus-Infektion in landwirtschaftlichen Nutz- 
pflanzen, besonders im Saatgut, mit chemischen Mitteln: z. B. Farbe- 
methoden, durch Unterschiede in der Zusammensetzung, méglichst friih- 
zeitig zu erkennen, fanden in den vergangenen Jahren immer mehr das 
Interesse von Wissenschaft und Praxis. Wir konnten vor kurzem zeigen’, 
da8 in den BlattpreBsaften von blattrollkranken, 7 Wochen alten Kar- 
toffelpflanzen im Elektropherogramm fast regelmaBig eine zusitzliche 
Komponente vorhanden ist, die in PreBsiften gesunder Pflanzen fehlt. 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Unterschieden in 
den freien Aminoséuren. Beziiglich der Virusinfektion von Kartoffel- 
pflanzen liegen auch in dieser Hinsicht schon einige zum Teil sich wider- 
sprechende Ergebnisse bei Untersuchtungen an Knollen vor. Das ist unter 
anderem darauf zuriickzufiihren, daB die stickstoffhaltigen Verbin- 
dungen auch bei gesunden Pflanzen in Abhangigkeit vom Alter, der 
Sorte, der Diingung u.a.m. gewissen Konzentrations-Schwankungen 
unterworfen sind. Es war daher klar, daB nur augenfallige Unterschiede: 
Feststellung zusitzlich auftretender Aminosduren, groBe Unterschiede 
in quantitativer Hinsicht als positiv gewertet werden konnten, wozu die 
Verfeinerung der Methodik der Auftrennung die Méglichkeit bot, 

Die fiir die im folgenden beschriebenen Versuche benotigten Kar- 
toffelpflanzen, die mit Hilfe der Augenstecklingspriifung? einwandfrei 
als gesunde oder infizierte Pflanzen gekennzeichnet und unter gleichen 
Bedingungen aufgewachsen waren, wurden uns von der Bayer. Landes- 
saatzuchtanstalt Weihenstephan zur Verfiigung gestellt**. 

Unser Augenmerk war zuniachst auf qualitative Unterschiede ge- 
richtet. Nach Abtrennung der Aminoséuren mittels Dialyse von héher- 


* Auszug aus der Dissertat. Walter Bienenfeld, Techn. Hochschule Miin- 
chen, 1955. 

** Wir danken Herrn Direktor Dr. Weller fiir das Entgegenkommen und 
die Zusammenarbeit. 
1 F. Reindel u. W. Bienenfeld, diese Z. 303, 262 [1956]. 
2 E. Kohler, Ziichter 7, 62 [1935]. 
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molekulaven Verbindungen wurde zunachst das AuBendialysat zur Ent- 
fernung von Salzen und Zuckern durch eine Kombination von Aus. 
tauschersaulen geschickt, wobei eine kurze, schwach saure Saule (Amber. 
lite IRC 50) einer langeren, stark sauren Lewatit-Siule KSB vorge. 
schaltet war. Diese Arbeitsweise hat den Vorteil, daB die 3 basischen 
Aminosaéuren von der vorgeschalteten Amberlite-Saule angenommen 
werden und, was noch wesentlicher ist, mit Ammoniak leicht abgelést 
werden kénnen. Nach dieser Vorreinigung wurden die sauren und neu- 
tralen Aminosaéuren mittels zweidimensionaler Papierchromatographie, 
die basischen mit Carboxylpapier und Phosphatpuffer getrennt® und mit 
Ninhydrin in bekannter Weise angefarbt. 

Als Ergebnis der Untersuchung einer groBen Anzahl von PreBsaften 
gesunder und infizierter Kartoffelpflanzen zeigte sich, daB ein Unter- 
schied nicht festzustellen ist. In allen Saften wurden 22 Aminosauren 
und Peptide gefunden, namlich: Glutathion, Cystin-Cystein, Arginin. 
Lysin, Histidin, Asparagin, Asparaginsiure, Glutamin, Glutaminsiure, 
Serin, Glykokoll, Threonin, Alanin, Prolin, y-Aminobuttersaure, Tyrosin, 
Tryptophan, Methionin, Valin, Phenylalanin, Leucin, 6-Alanin und ein 
basisches, kaum wanderndes Peptid. 

Nachdem Unterschiede in der qualitativen Zusammensetzung der 
freien Aminosauren nicht festgestellt werden konnten, war zu priifen, 
ob vielleicht in dem Verhaltnis der einzelnen Aminoséuren von Blatt- 
preBsaften gesunder und rollkranker Pflanzen Verschiebungen einge- 
treten sind. Hierzu war die quantitative Bestimmung der Aminosauren 
nach deren papierchromatographischer Auftrennung erforderlich. Unter 
den verschiedenen in der Literatur fiir diesen Zweck angegebenen 
Methoden bewahrte sich die von Fischer und Dé6rfel beschriebene 
photometrische Methode* am besten. Nach dieser wurden die mit Nin- 
hydrin erhaltenen Farbzonen der Aminosiuren nach Wieland und 
Kawerau® in die stabilen, lachsfarbenen Kupferkomplexe iibergefiihrt 
und nach Eluieren der ausgeschnittenen Flecke mit Methanol photo- 
metrisch gemessen, wobei eine bekannte Menge der gleichen Aminosiure. 
die auf demselben Chromatogramm mitlief, als Bezugsgr6Be diente. 

Nach griindlicher Einarbeitung in diese Methodik konnte die Fehler- 
breite selbst bei den am weitesten im Chromatogramm gewanderten 
Aminosauren im Mittel auf +- 3,2°,, beschriankt werden. Das Tryptophan 
wurde abweichend hiervon bestimmt (s. Versuchsteil). 

Es war unmoglich, alle 22 im BlattpreBsaft vorhandenen Amino- 
sduren quantitativ zu bestimmen: wir haben uns vielmehr auf diejenigen 
Aminosauren beschrankt, die im eindimensionalen Chromatogramm be- 
sonders gut einheitlich abzutrennen sind und deren Farbungen auBerdem 
konstante, auswertbare Extinktionen ergeben. Die Unterschiede in den 





3 Th. Wieland u. A. Berg, Angew. Chem. 64, 418 [1952]; U.Stréle, Z | 
analyt. Chem. 144, 256 [1955]. a, 
4 F.G. Fischer u. H. Dirfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. He 
° Th. Wieland u. E. Kawerau, Nature [London] 168, 77 [1951]. re 
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Konzentrationen von 13 Aminoséiuren zwischen BlattpreBsiaften ge- 
sunder und rollviroser Pflanzen der Kartoffelsorten Maritta und Acker- 
segen sind in Tab. 1 wiedergegeben. 


Tab. 1. Vergleich des Aminosaure-Gehalts gesunder u. rollviroser Kartoffelpflanzen. 





Maritta | Ackersegen 





Aminosauren-Konzentration 











in in 
10-7 Mol/0,12 ml Mol%, 10-7 Mol/0,12 ml Mol% 
Mittelwerte Summe = 100 Mittelwerte 

gesund | rollkr. | ges. | rollkr.|} gesund | rollkr. | ges. | rollkr. 
Asparaginsdure}| 1,66 2,25 | 14,82 | 13,82 2,4 2,52 | 16,22 | 13,10 
Glutaminsaure | 0,74 1,93 6,6 | 11,86 0,61 2,69 4,13 | 14,03 
Serin 0,38 0,34 3,4 2,09 0,57 0,43 3,84 | 2,25 
Glycin 0,44 0,46 3,92 | 2,83 0,54 0,56 3,62 | 2,91 
Threonin 0,13 0,24 1,16 1,48 0,10 0,21 0,72 1,10 
Alanin 1,94 2,82 17,32 | 17,40 2,68 3,04 18,14 | 15,82 
Tyrosin 0,80 0,36 7,14 | 2,22 0,94 0,46 6,35 | 2,41 
Phenylalanin 1,23 1,48 | 10,99 | 9,01 1,90 1,86 | 12,82 | 9,62 
Leucin 1,31 1,59 11,70 | 9,78 1,62 1,80 10,96 | 9,40 
Methionin 0,11 0,13 0,98 | 0,79 0,09 0,09 0,63 | 0,45 
Valin 0,50 1,88 4,47 | 11,50 0,57 2,27 3,82 | 11,85 
Arginin 0,85 1,28 7,59 | 7,89 1,25 1,57 8,45 | 8,20 
Lysin iat 1,52 9,91 | 9,33 0,53 1,70 | 10,30 | 8,86 





























Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus 3 Bestimmungen und beziehen 
sich auf die auf das Chromatogramm aufgetragene Menge von 0,12 ml vor- 
gereinigten Saftes. 

In Anbetracht der oben erwihnten Fehlergrenze kénnen nicht alle 
Differenzen als reell gewertet werden. Absolut eindeutig ist jedoch der 
Unterschied bei Glutaminsiure und dem Valin, die bei infizierten 
Pflanzen um ein Vielfaches héher liegen. 

Eine Ausdehnung dieser Untersuchung auf 2 weitere Kartoffel- 
sorten: Agnes und Oberarnbacher Frithe, jedoch unter Beschrankung 
auf 6 Aminoséiuren, deren Bestimmung besonders gut durchzufihren 
ist, ergab im Mittel Werte, die in Tab. 2 aufgefiihrt sind. 

Tab. 2. Aminoséure-Bestimmungen an gesunden 
und infizierten Kartoffelpflanzen. 
(Die Zahlen bedeuten Mol.%; Summe der Mol.% d. 6 Aminosauren = 100.) 





: Oberarnbacher 
Maritta Ackersegen Agnes Frithe 





ges. | inf. ges. inf. ges. inf. ges. inf. 


Asparaginsaure| 22,50 | 18,70 || 24,54 | 17,77 || 25,22 | 17,92 || 21,24 | 16,24 
Glutaminsaure | 10,20 | 16,15 || 6,23 | 18,97 || 6,83] 17,30]| 7,63 | 18,12 





Alanin 26,20 | 23,62 || 27,41 | 21,43 || 25,42 | 23,25 |] 26,87 | 22,81 
Valin 6,77 | 15,82 |} 5,83 | 16,01 5,68 | 16,66 || 6,85 | 16,42 


Phenylalanin | 16,63 | 12,40 || 14,43 | 13,12 |] 14,13 | 13,12 || 17,16 | 11,84 
Leucin 17,70 | 13,32 |} 16,56 | 12,70 |} 17,72] 11,75 || 20,25 | 14,57 
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Die Zahlen der Tab. 2 bestitigen die Ergebnisse der Tab. 1. Kin 
Teil des erh6hten Glutaminséuregehaltes in PreBsaiften dieser Pflanzen 
ist auf den primar erhéhten Glutamingehalt derselben zuriickzufiihren. 
Wie wir namlich durch Versuche festgestellt haben, wird das Glutamin 
durch das bei der Vorreinigung auftretende niedrige py zum Teil hydro. 
lysiert. 

Weiter wurde nach besonderer Methode das Tryptophan in Pre8- 
siiften gesunder und kranker Pflanzen bestimmt, da in der Literatur 
sich widersprechende Angaben fiir PreBsifte, allerdings aus Kartoffel- 
knollen, vorhanden sind®’. In BlattpreBsaiften konnten wir keine Unter- 
schiede feststellen in Analogie zu den Ergebnissen von Allison? bei der 
Knolle. 

Wir haben noch die Frage gepriift, ob der erhohte Glutaminsaure- 
gehalt in den PreBsiaften blattrollvirus-kranker Kartoffelpflanzen viel- 
leicht in einem primar erhéhten Gehalt an Glutathion in diesen Pflanzen 
zuriickgefiihrt werden muB, da wir beobachtet hatten, daB dieses Tri- 
peptid bei der Vorreinigung der Safte auf der KSB-Austauschersaule 
durch das niedrige po nach dem Durchlauf relativ leicht gespalten 
wird. 

Da die kolorimetrische Bestimmung kleiner Mengen von Glutathion 
auf Papierchromatogrammen keine befriedigenden Werte ergab, haben 
wir zur Entscheidung dieser Frage gesunde und blattrollkranke Kar- 
toffeljungpflanzen 8 Tage in Wasserkulturen mit einer Lésung ernahrt, 
die radioaktiven *5S als Sulfat enthielt*. Die aus den Blattern dieser 
Pflanzen hergestellten PreBsafte wurden unter Verwendung von Phenol- 
Wasser in iiblicher Weise absteigend-chromatographisch getrennt, wobei 
keine Spaltung des Glutathions eintritt, und die /-Impulsverteilung 
und Intensitaét auf den Chromatogrammen mit einem Geiger-Miiller- 
Zahlrohr gemessen. Die Identifizierung der einzelnen schwefelhaltigen 
Komponenten am Chromatogramm wurde mit Hilfe von Test-Gluta- 
thion, -Cystin, -Aneurin und -Methionin vorgenommen, die am gleichen 
Bogen getrennt wurden. 

Ein Weg-Impulsdiagramm eines Chromatogrammstreifens zeigt 
die folgende Abbildung. 

Es zeigen sich 7 Komponenten: | Glutathion, 2 Cystin, 3, 4, 5 nicht [ 
identifizierte S-Verbindungen, 6 Aneurin, 7 Methionin. Ein charakteri- 
stischer Unterschied zwischen gesunden und infizierten Kartoffelpflanzen 
konnte nach Auswertung der Diagramme bei keiner der Komponenten | 
festgestellt werden. 


6 W. A. Andrea u. K.L. Thompson, Nature [London] 166, 72 [1930]; F 
W. Schuphan, Z. Pflanzenkrankh. (Pflanzenpathol.) Pflanzenschutz 57, 408 7 
1950}. $ 
7 R.M. Allison, Nature [London] 171, 573 [1953]. fa 

* Die Anregung zu dieser Arbeitsrichtung wurde durch eine von A. Siih, | 
unter Leitung von E. Hofmann, ausgefiihrte Dissertation (Techn. Hochschule |~ 
Miinchen, 1955) gegeben. fe 
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Die beschriebenen Ergebnisse zeigen, wie weit das Virus den Stoff- 
wechsel der von ihm befallenen Pflanze umsteuert und seinen Zwecken 
dienstbar macht; sie stellen eine Ergainzung zu unserer friiheren Arbeit 
dar}, welche zeigte, daB auch bei den EiweiBstoffen Unterschiede zu 
bestimmten Entwicklungszeiten zwischen gesunden und rollvirosen 
Pflanzen festzustellen sind. 


Beschreibung der Versuche 


Beziiglich des Ausgangsmaterials, der Gewinnung der BlattpreBsafte und ihrer 
Reinigung durch Dialyse sei auf die Ausfiihrungen im Versuchsteil unserer fritheren 
Arbeit! verwiesen. Fiir die vorliegende Arbeit wurde das AuBendialysat verwendet, 
das auf je 5 m/ Ausgangssaft in einer Menge von 1200 ml anfiel. Die unmittelbare 
Verwendung des AuBendialysats fiir die Papierchromatographie ist nicht méglich 
da durch die vorhandenen Salze und Zucker keine klare Auftrennung zu erzielen ist 


1. Vorreinigung des AuBendialysats mit einer Kombination 
von Ionen-Austauschersaulen 


Die 1200 ml AuBendialysat wurden zur Unterbindung der Enzymaktivitat 
kurze Zeit auf 90° erhitzt und auf eine Amberlite IRC 50 (15 ml)-Saule von etwa 
20cm Hohe gegeben, an die sich nach unten eine mit 30 ml Lewatit KSB be- 
schickte Saule, etwa 35 cm hoch, anschloB. px der einflieBenden Lésung: etwa 5,8, 
Tropfgeschwindigkeit: 1 ml pro Min., Gesamtdauer des Durchlaufs: 20 Stunden. 
pu der ausflieBenden Lésung: etwa 4,8*. 

Nach Aufgabe des Dialysates und Waschen mit 80 m/l Wasser wurden die 
beiden Saéulen getrennt, mit je 300 ml Ammoniak (4-n.) eluiert und die Eluate 
am Wasserbad und mit Warmluft fast zur Trockne eingeengt; fiir die qualitative 
Analyse der Aminoséuren wurden die eingedampften Eluate, jedes fiir sich, mit 
etwa 1 ml Wasser aufgenommen, fiir die quantitative Bestimmung wurden die 
beiden Eluate wieder vereinigt und auf 5 ml aufgefiillt (Ausgangsvolumen des 
urspr. PreBsaftes). 

Versuche mit bekannten Aminosduren haben ergeben, daB die geschilderte 
Vorreinigung mit einem Verlust von 0,12 bis 3°, der einzelnen, aufgegebenen 
Aminoséuremengen verbunden ist. 


2. Qualitative Analyse 


‘a) Neutrale und saure Aminosauren (Eluat aus dem Lewatit KSB) wurden 
mit Hilfe des zweidimensionalen Verfahrens getrennt. Auf 2043-b-maschinenglatt 


* Abb. einer derartigen Saule mit Vorrichtung zum automat. Beschicken 
s. W. Hoppe, Brauwissenschaft 9, 37_ [1956]. 
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Bogen der Firma Schleicher & Schiill (25 x 55 cm) wurden 12 cm von der obcren 
Schmal- und 3 cm-von der Breitkante mit einer Mikropipette etwa 0,1 ml des ein. 
gedampften Eluats aufgetragen, wobei durch Warmluft (Féhn) der Durchmesser 
des Kreisfleckes unter 0,6 cm gehalten wird, was fiir die Trennwirkung wesentlich 
ist. 1. Laufrichtung absteigend in Butanol-Eisessig-Wasser (5:3: 2); 48 Stunden, 
Nach Trocknen mit Warmluft: 2. Jomtien senkrecht zur ersten, aufsteigend, 
in «-Picolin-Eisessig-Wasser (75: 2: 23); 20 Stunden. 

b) Basische Aminoséuren (eingedampftes Eluat der Amberlitsaule) etwa 0,! ml 
des Eluats wurden in Form eines 3 cm langen Striches auf einen Bogen Carboxyl- 
papier (15 x 45cm) der Zellstoffabrik Mannheim-Waldhof aufgetragen und 
3,5 Stdn. mit m/20-Na,HPO,-NaH,PO,, pu 7, absteigend entwickelt. 

Besprithen beider Chromatogramme in bekannter Weise mit 0,2-proz. Nin- 
hydrinlésung in Athanol, 20 Min. bei 60° im Trockenschrank. 

Die mit dieser Methodik festgestellten 22 Aminosaéuren sind im theoretischen 
Teil angegeben. 

3. Halbquantitative Analyse 

Sie zerfallt in 2 Teile: a) Trennung durch Papierchromatographie, b) Elution 
der Farbflecke und photometrische Bestimmung. 

3a) Es wurden 3 Verfahren verwendet, deren Auswahl durch die klare Ab.- 
trennung der Aminoséuren bestimmt war: . 

Asparaginsaure, Glutaminsaure, Serin, Glycin, Asparagin, Threonin, Alanin 
wurden getrennt nach Mc Farren® (gepuffertes Papier, Schleicher & Schiill 2043b, 
entwickelt mit gepuffertem Phenol, py 12. Pufferlésung: gleiche Mengen 0,067-m. 
Na,HPO, und 0,067-m. NaOH potentiometrisch auf py 7 eingestellt). Absteigendes 
Durchlaufverfahren. 

Tyrosin, Valin, Methionin, Leucin, Phenylalanin getrennt nach Roland u. 
Gross®; ungepuffertes Papier; Chromatogramm entwickelt mit sek. Butanodl- 
3-proz. Ammoniak = 120: 40, absteigend. Die kleinen Rr-Werte erfordern zwei- 
maligen Lauf. 

Arginin, Lysin und (nicht quantitativ) Histidin unter Verwendung von 
Carboxylpapier; Entwicklung mit Phosphatpuffer py 7. Absteigendes Durchlauf- 
verfahren® (s. auch qualitative Analyse). 

Auf den erwahnten Papierbogen (30 x 50cm) wurden auf 6 vorher mar- 
kierten Startstellen 10 cm vom oberen Rand abwechselnd gestaffelte Mengen der 
vorgereinigten BlattpreBsafte (0,08, 0,12 und 0,16 ml), auf den verbliebenen Start- 
stellen entsprechende Mengen des Testgemisches der zu bestimmenden Amino- 
siuren aufgetragen, absteigend mit den im vorhergehenden bezeichneten Lésungs- 
mittelsystemen entwickelt und schonend mit Warmluft getrocknet. 

Die Chromatogramme wurden nun durch eine 0,5-proz. Lésung von Ninhydrin 
in wassergesétt. Butanol gezogen, sofort waagerecht eingespannt, 3 Min. mit Warn- 
luft getrocknet und anschlieBend 20 Min. bei 60° im Trockenschrank gehalten. Die 
Uberfiihrung in die lachsroten Kupferkomplexe*® erfolgte wie iiblich durch Be- 
spriihen mit einer alkohol. Kupfernitratlésung. 

3b) Photometrische Bestimmung der Intensitaét der Farbflecke: Wir ent- 
schieden uns nach langeren Versuchsreihen fiir die im theoretischen Teil bereits 
kurz beschriebene Arbeitsweise von Fischer und Dérfel‘, die die am meisten 
befriedigenden Resultate ergab. Fiir die Durchfiihrung sind folgende Punkte 
wesentlich: In Ubereinstimmung mit den erwaihnten Autoren und gleichzeitig von 
K ofrényi?® veréffentlichten Ergebnissen ist es unbedingt erforderlich, die Menge 
einer zu bestimmenden Aminosaure in Vergleich zu setzen mit der bekannten 
Konzentration der gleichen Aminosiure, die auf demselben Chromatogramm 
mitgelaufen ist. Die bekannte Aminoséurekonz. soll der zu bestimmenden Menge 
moglichst angeglichen sein; nach unseren Erfahrungen geniigt eine Angleichung 

8 EK. F. McFarren, Analytic. Chem. 23, 168 [1951]. 

® 7. F. Roland u. A. M.Gross, Analytic. Chem. 26, 502 [1954]. 

10 H. Kofranyi, diese Z. 299, 133 [1955]. 
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i ; Berichtigung 


In der im Fd. 804, 8S. 207, erschienenen Arbeit von S. Rapoport, 
W. Gerischer-Mothes und Ch. Nieradt-Hiebsch iiber ,,Biochemische 
Vorgange bei der Reticulocyten-Reifung: Uber die Inaktivierung des Reticu- 
locyten-Hemmstoffes der Atmungskette“ ist auf S. 208 in Tab. 1, Versuchsart B, 
zu berichtigen: + Him ,,aerob“, statt ,,anaerob“. 
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auf -- 15%. Trotz Einhaltung der erwahnten Gesichtspunkte und einiger Erfahrung 
betragt die Fehlerbreite der Methode + 2—3%, und kann bei den mehrfach ge- 
wanderten Aminosauren bis auf + 6%, steigen*. 

Durchfiihrung einer Analyse: Die klar abgetrennten Farbzonen der zu 
bestimmenden und der bekannten Aminosauren wurden ausgeschnitten, in kleinere 
Stiicke zerschnitten, 5mal mit 2 m/ Methanol extrahiert und im MeBkélbchen auf 
10 m/ aufgefiillt. Messung im Pulfrich- oder Eppendorf-Photometer gegen 
Methanol (Filter S 50). 

Die Analyse wird in zwei Stufen durchgefiihrt: 


1. Voranalyse zur ungefaihren Konzentrationsbestimmung und Angleichung 
der Konzentration der Testaminosduren auf + 15%. 
2. Hauptanalyse, bezogen auf die in der Voranalyse ermittelte giinstige 
Konzentration der Testaminosauren. 
4, Die Tab. 3 zeigt als Beispiel das Ergebnis der Bestimmung bekannter 
Aminosiuremengen eines Gemisches, dessen quantitative Zusammensetzung je- 
doch dem Bearbeiter unbekannt war**. 


Tab. 3. Aminosaure- Bestimmung. 








gefunden aufgegeben Fehler 

(in Mol. 10-7) (in Mol. 10-7) (+ %) 

Asparaginsiure . . ... 4,07 | 4 + 1,8% 
Glutaminsdute. ... .. 4,54 4,5 +. 1,2% 
OT a eee 1,02 l va 
1 3,57 3,5 2,6% 
MOOI fk sk te 3,02 3 + O,1% 
RRBRU, oo ig ay sles aioe 1,95 2 2,4% 
y-Aminobutterséure . . . 4,69 5 5,9% 











Die erhéhte Fehlergrenze der 7-Aminobuttersaure ist darauf zuriickzufiihren, 
da8 eluiert, erneut getrennt und gemessen werden muB8. Wir haben sie deshalb bei 
den PflanzenpreBsaften auBer Betracht gelassen, wiewohl sie mengenmaBig am 
stirksten vertreten ist. 


5. Anwendung auf PflanzenpreBsafte 


Die Analyse beschrankte sich auf die Aminosauren, die im Chromatogramm 
gut einheitlich getrennt werden kénnen. Es wurde zu diesem Zweck, wie schon 
erwihnt, angewendet: Fiir Arginin und Lysin: Carboxylpapier und Phosphat- 
pufferlésung px 7°; fiir Asparaginsiure, Glutaminsaure, Serin, Glycin, Threonin 
und Alanin: Gepuffertes Papier ~q 12 und Phenol pq 128; fiir Tyrosin, Methionin, 
Valin, Leucin und Iso-Leucin und Phenylalanin: ungepuffertes Papier und sek. 
Butanol-3-proz. Ammoniak’. 

Von den eingangs des Versuchsteils erwahnten 5 ml vorgereinigten AuBen- 
dialysats von gesunden und infizierten Pflanzen wurden 0,08, 0,12 und 0,16 ml 
auf verschiedene Startstellen der Papierbogen strichfo6rmig aufgetragen und zu 
den, auf Grund der hier nicht mehr beschriebenen Voranalyse hergesteliten, in 
der Konzentration méglichst angeglichenen Vergleichslésungen bekannter Amino- 
siuren in Beziehung gesetzt. Das Ergebnis dieser Bestimmungen zeigen die Tab. 1 
und 2. Beziiglich der Voranalyse sei noch erwahnt, daB diese bei PreBsaften gleicher 
Pflanzen in der Regel nur einmal durchgefiihrt werden muB. 


* Bez. Einzelheiten sei auf die erwahnte Dissertation S. 79—92 verwiesen. 
** Bez. Einzelheiten der Durchfiihrung von Vor- und Hauptanalyse sei auf 
Fischer und Dorfel4 und auf die Dissertat. Bienenfeld, Techn. Hochschule 
Miinchen (1955), verwiesen. 
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6. Bestimmung des Tryptophans 

Die quantitative Bestimmung dieser Aminosaure gelingt nach der im Vorher. 
gehenden fiir die anderen Aminoséuren angegebenen Methode nur unbefriedigend, 
Man arbeitet besser nach der Methode von Portmer und Hég]l?! in der von 
Spies und Cham bers?” angegebenen Versuchsanordnung. Das Prinzip der Met)ode 
besteht in einer Kondensation des Tryptophans mit p-Dimethylaminobenzaldchyd 
und Schwefelsaure und darauf folgende Oxydation des Vorproduktes mit Salpetriger 
Saure zu einem blauen bzw. blauvioletten Farbstoff. Zur Bestimmung wurde der 
vorgereinigte PreBsaft (s. Nr. 1 des Versuchsteils) unmittelbar verwendet. Eine mit 
bekannten Tryptophanmengen in gleicher Weise aufgestellte Eichkurve dient als 
Bezugsquelle. 

In einem Glaszylinder werden unter Riihren und Eiskithlung 1 ml frisch be- 
reitetes Reagens (3 g p-Dimethylaminobenzaldehyd in 100 ml 2-n. Schwefelsiure) 
zu 10 ml Schwefelséure (28-n.) und dazu 1 m/ vorgereinigten PreBsafts gegeben, 
wobei sich das schwach gelb gefarbte Kondensationsprodukt durch 4-stdg. Stehen 
im Dunkeln bildet. Danach werden 0,1 mi einer 0,04-proz. Natriumnitritlésung zu- 
gesetzt, wodurch sich nach weiteren 30 Min. eine blauviolette Farbe entwickelt, 
die im Pulfrich-Photometer mit Filter S 61 gegen eine Blindlésung gemessen wird, 
welche die gleichen Reagenzienmengen mit Ausnahme der tryptophanhaltigen 
Lésung enthalt. 

Analog werden Eichkurven hergestellt mit Losungen von Tryptophan, die 
in 1 ml 100 bis 200 y enthalten. 

Das Ergebnis zeigt Tab. 4, wobei die im Versuch fiir 1 ml erhaltenen Werte 
in 10-7 Mol auf 0,12 m/l umgerechnet sind, um die Werte mit den Zahlen fiir die 
am Chromatogramm bestimmten Aminosiuren (s. friiher) vergleichen zu kénnen, 


Tab. 4. Tryptophangehalt in 10-7 Mol in 0,12 m/ vorgereinigten PreBsafts. 
Mittelwert aus 2 Bestimmungen. 











Maritta Ackersegen Oberarnbacher 
ges. | inf. ges. | inf. ges. | inf. 
015 | 0,25 0,12 | 0,20 0,36 | 0,34 














Trotz des Anstieges des Absolutwertes des Tryptophans bei den zuerst: ge- 
nannten Kartoffelsorten 14Bt sich keine charakteristische relative Zunahme dieser 
Aminosaure erkennen. Der GréBenordnung nach ist das Tryptophan etwa in der 
gleichen Menge vorhanden wie das Threonin (Tab. 1). 

7. Beziiglich der Versuche mit radioaktivem *°S sei auf die erwahnte Disser- 
tation-S. 106—109 verwiesen. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch Gewahrung eines Forschungsstipendiums 
an W. Bienenfeld erméglicht. Wir méchten der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft fiir die finanzielle Unterstiitzung unseren besten Dank aussprechen. 


Zusammenfassung 


Die papierchromatographische Analyse der freien Aminosauren in 1 


BlattpreBsaiften von etwa 7 Wochen alten gesunden bzw. blattrollvirus- 
infizierten Kartoffelpflanzen ergaben keine Unterschiede in der quali- 
tativen Zusammensetzung. Bei allen BlattpreBsaften wurden 22 Amino- 


1 C. Portmer u. O. Hégl, Mitt. Gebiete Lebensmittelunters. Hyg. [Bern] 
43, 505 [1952]. 
122 J. Spies u. D. Chambers, Analytic. Chem. 22, 1209 [1950]. 
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siuren gefunden. Nach halbquantitaver Analyse durch Bestimmung der 
Ninhydrin-Kupferkomplexe der Aminosauren wurde bei den BlattpreB- 
siften infizierter Pflanzen eine charakteristische Zunahme von Gluta- 
minsiure und Valin im Verhiltnis zu den iibrigen Aminosiiuren fest- 
gestellt. Die Zunahme der Glutaminsiure ist zum Teil auf eine Hydrolyse 
des vorhandenen Glutamins, nicht aber auf eine Spaltung des Gluta- 
thions zuriickzufiihren, was durch Analyse der PreBsafte nach Ernahrung 
der Pflanzen mit *58 (als Sulfat) ermittelt wurde. 


Summary 


Leaf press juices from seven week old healthy potato plants and 
from similar plants infected with leaf roll virus have been analysed paper 
chromatographically. It was found that all the juices contained the 
same twenty-two free amino-acids. Semi-quantitative analysis by deter- 
mination of the ninhydrin-copper complexes of the amino-acids showed 
that the glutamic acid and valine contents are increased in leaf press 
juices from infected plants. The increase in the glutamic acid content is 
due in part to hydrolysis of the glutamine present and is not caused by 
cleavage of glutathione as was shown by analysis of press juices from 
plants fed with *5S in the form of sulphate. 
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Zink und Glukagon im Pankreas der Ente 


Von 
Giinther Weitzel, Eckhart Buddecke und Doris Kraft 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Miirz 1956) 


Seit mehreren Jahren vertreten wir die Ansicht, der im Pankreas 
enthaltene blutzuckersteigernde Faktor (HGF, Glukagon) besitze enge 
Beziehungen zum Zink und liege im Organismus als Zink- Kom plex. 
Verbindung vor. Diese erstmalig 1952 von uns! ausgesprochene These F 
stiitzt sich auf den Nachweis enger Zusammenhange zwischen Zink. 
gehalt und blutzuckersteigernder Wirkung von Pankreasextrakten? 
sowie zwischen Zinkgehalt und Glukagoneffekt kristallisierter Insulin. 
praparate®, weiterhin auf blutzuckersteigernde Wirkungen gewisser 
Zink-Verbindungen* und schlieBlich auf das Vorhandensein zinkbinden- 
der Atomgruppierungen in der Peptidkette des Glukagons selbst5*, 
Gegen unsere Auffassung von der Natur des Glukagons als Zink-Komplex 
wurden vor allem zwei Einwande erhoben: 


1. Die als Produktionsstiatten des Glukagons angesehenen A-Zellen 
der Langerhansschen Inseln seien zinkfrei; Zink befinde sich nur, 
zusammen mit dem Insulin, in den B-Zellen. 

2. Das reine, inzwischen auch kristallin gewonnene Glukagon ent- 
halte Zink nur in Spuren und seine Wirkung andere sich nicht durch f 
Zugabe von Zink. 

In der vorliegenden Arbeit befassen wir uns experimentell mit dem 
ersten Einwand, der Frage eines etwaigen Zinkgehaltes der A-Zellen. 
Auf den zweiten Einwand gehen wir in der Diskussion der vorliegen- 
den Arbeit naher ein (s. u.). 

Bei Aufstellung unserer Zink-Glukagon-Hypothese (1952) waren 
noch keine experimentellen Befunde bekannt, welche als Hinweise fir 
einen méglichen Zinkgehalt der A-Zellen dienen konnten. Versuche von 
Wolff und Ringleb (1954)? mit intravitaler Anférbung des Zinks in 


1G. Weitzel, Tagung Dtsch. Ges. Physiol. Chem. 27. [X. 1952 Hamburg. 

2 G. Weitzel, U. Roester, E. Buddecke u. F.-J. Strecker, diese Z. 303, 
161 [1956]. 

3G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff, F.-J. Strecker u. U. Roester, diese Z. 
293, 190 [1953]. 

4 G. Weitzel, F.-J. Strecker u. U. Roester, diese Z. 292, 286 [1953]. 

5 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 805, 1 [1956]. 

6 G. Weitzel, F. Schneider, A.-M. Fretzdorff u. F. Heyke, diese 7, 
im Druck. 

7H. Wolff u. D. Ringleb, Z. ges. exp. Med. 124, 236 [1954]. 
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den Langerhansschen Inseln durch Dithizoninjektion ergaben jedoch, 
da8 Zink bei Ratten und Kaninchen nicht nur in den B-Zellen, sondern 
auch in den A-Zellen vorhanden ist. Die Versuche dieser Autoren 
,hinterlieBen keine Zweifel, daB das Metall sowohl in A- als auch in 
B-Zellen vorhanden sein kann“, wobei der Hauptanteil des Inselzinks 
der Ratte in den A-Zellen zu finden ist, wihrend bei Kaninchen der 
gréBere Teil des Zinks in den B-Zellen liegt. Wolff und Ringleb’ 
stellten weiter fest, daB nach insulinmobilisierenden Reizen das 
B-Zellen-Zink von Kaninchen abnahm, wahrend das A-Zellen-Zink von 
Ratten immer dann die Inseln zu verlassen schien, wenn blutzucker- 
steigernde Reaktionsmechanismen in Gang kamen. Neuerdings haben 
Runge, Miller und Ferner® in histochemischen Untersuchungen am 
Inselorgan der Ente ebenfalls Zink sowohl in den A- als auchin 
den B-Zellen der Inseln aufgefunden. Das Vogelpankreas ist fiir 
derartige Untersuchungen besser geeignet als das Séiugetierpankreas, da 
in ihm die beiden Inselzellsysteme zum Teil ortlich getrennt sind. Nach 
Clara® und Nagelschmidt?® enthalt das Vogelpankreas, in besonders 
guter Ausbildung bei der Ente, groBe, dunkel erscheinende Inseln, 
welche iiberwiegend aus A-Zellen bestehen. Genauere histologische An- 
gaben hierzu finden sich bei Bargmann" sowie bei Miller, Runge 
und Ferner”. 

Das Vorhandensein von Zink; in den Langerhansschen Inseln ist 
zuerst von Okamoto 194215 histochemisch gezeigt worden, wobei 
jedoch noch keine quantitativen Angaben méglich waren. An den 
isolierten Inselorganen von Knochenfischen bestimmten wir 
195314 erstmalig die vorhandenen Zinkmengen direkt: Die Mehrzahl der 
gefundenen Werte lag im Bereich von 100 bis 600 y Zink pro 1 g Frisch- 
gewebe bzw. 500 bis 3000 y Zink pro 1 g Trockengewebe, wahrend der 
Zinkgehalt des exokrinen Pankreas nur 20 bis 30 y Zink pro 1 g Frisch- 
gewebe betrug. Damit erwiesen sich die Inselorgane als sehr zinkreich; 
jedoch war aus der chemischen Analyse der Gesamtinseln nicht zu er- 
schlieBen, ob das gefundene Zink nur den B-Zellen oder auBerdem auch 
den A-Zellen entstammte. Auffallend war, daB die in den Fischinseln 
enthaltenen, im Blutzuckertest gemessenen sehr hohen Insulin- 
mengen rechnerisch bei weitem nicht ausreichten, um chemisch das 
gesamte Inselzink der Knochenfische zu binden. Denn unter der An- 
nahme, das gesamte Inselzink sei in den B-Zellen enthalten und dort mit 


8 W. Runge, I. Miller u. H. Ferner, Z. Zellforsch. 44, 208 [1956]. 

9M. Clara, Anat. Anz. 57, 257 [1924]. 

10 L. Nagelschmidt, Z. mikroskop.-anatom. Forsch. 45, 200 [1939]. 

1 W. Bargmann, Handb. mikroskop. Anatom. d. Menschen. Bd. VI/2; 
Springer (Berlin) 1939. 

2 J. Miller, W. Runge u. H. Ferner, Z. mikroskop. pore (im Druck), 

13 K. Okamoto, Transactiones Soc. pathol. japon. 32,99 [1942]; 38, 247 
[1943]. 

MG. Weitzel, F.-J.Strecker, U. Roester, A.-M. Fretzdorff u. FE. 
Buddecke, diese Z. 295, 83 [1953]. 
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Insulin verknipft, errechnen sich fiir das Fisch-Insulin Zinkanteile bis 
zu 9%, welche das Zinkbindungsvermégen des Hormons weit tiber- 
schreiten wiirden. 

Dem A-Zellen-Reichtum des Vogelpankreas entsprechend, miiBte 
auch der Glukagongehalt hoher sein als beim Saugetierpankreas. Vor 
kurzem berichteten wir? iiber die Blutzuckerwirkung von Pankreas- 
extrakten des Huhns, wobei mit besonderer RegelmaBigkeit stark aus- 
gepragte Glukagoneffekte auftraten. Dieser Befund stimmt tiberein mit 
der von Vuylsteke und de Duve’® durchgefiihrten Priifung von 
Pankreasextrakten verschiedener Vogel mit der Leberschnittmethode. 
Diese Autoren schétzen, daB derartige Extrakte ,,etwa zehnmal mehr 
Glukagon“ als diejenigen von Saiugetierpankreas enthalten. 

Im Zusammenhang mit unseren eingangs erwihnten Zink-Glukagon- 
Befunden war es erwiinscht, den Zinkgehalt verschiedener Anteile des 
Vogelpankreas quantitativ zu bestimmen und entsprechende Pankreas- 
extrakte im Blutzuckertest zu priifen. Nachstehend berichten wir daher 
iiber Zinkbestimmungen am Pankreas von Enten, insbesondere 
iiber Zinkanalysen des isolierten braunen, A-Zellen-haltigen Gewebes. 
Zugleich arbeiteten wir das Enten-Gesamtpankreas sowie abgetrenntes 
braunes Gewebe auf Insulin und Glukagon auf und priiften die Blut- 
zuckerwirkung der Extrakte. 


Ergebnisse der Zinkanalysen 


Methodik: 28 gewéhnlichen Hausenten von 2 bis 3 kg Gewicht entnahm man 
nach Dekapitieren sofort das Pankreas. Das braune Gewebe ist bei der Mehrzahl 
der Tiere auf der Pankreasoberfliche makroskopisch gut erkennbar. Oft sind 
dunkle Einzelinseln von einigen mm Durchmesser oder auch nur Stecknadelspitz- 
gréBe auf einem gut abgrenzbaren Bezirk angereichert, manchmal ist eine braune 
Ténung nur angedeutet. Eine Bevorzugung der lienalen Pankreasabschnitte durch 
das braune Gewebe war bei auBerlicher Betrachtung nicht feststellbar. Man trennte 
das oberflachliche braune Gewebe in sehr diinnen, flachen Schnitten, zum Teil nach 
Einfrieren mit CO, auf dem Mikrotom, vom Restgewebe ab. Die deutlich hellere 
Ténung des Restgewebes erleichtert die Beurteilung der Anreicherung und er- 
méglicht eine Kontrolle der Praparation. Da nur in der Pankreasrinde eine weit- 
gehende Abtrennung des braunen Gewebes gelingt, diente uns speziell der etwa 
1 mm dicke, oberflichlichste Anteil der Rinde (fortan als ,, Deckschicht“‘ bezeichnet) 
fiir Zinkanalysen und Extrakte. 

Zinkanalysen: Die Einwaagen an braunem Pankreasgewebe lagen zwischen 
50 und 200 mg Frischgewicht, diejenigen an Rest- und Gesamt-Pankreasgewebe 
bei 1—2 g. Bestimmung des Trockengewichtes nach Trocknen der Probe bei 110°. 
Feuchte Veraschung und Zinkbestimmung nach der von uns!* angegebenen polaro- 
graphischen Methode. 


Die Ergebnisse unserer Zinkanalysen des Pankreasgewebes 
von Enten zeigt die Tabelle. Der obere Teil enthalt die Ergebnisse von 
Zinkbestimmungen am Gesamtpankreas. Die Werte fiir das frische 
und fiir das getrocknete Pankreasgewebe liegen etwas héher als bei 
anderen Tierarten. Wir? fanden bei Rind, Kalb, Pferd, Schaf, Hund, 


16 C. A. Vuylsteke u. C. de Duve, Arch. int. Physiol. 56, 273 [1953]. 
1° G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
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Katze, Schwein und Mensch fiir das frische Pankreasgewebe Mittelwerte 
im Bereich von 25—43 y Zink pro 1 g, fiir das Trockengewebe Mittel- 
werte zwischen 109 und 185 y Zink pro 1 g. Auch das Huhn lag innerhalb 
dieser Schwankungsbreite. Soweit man aus den vier Analysen fiir das 
Gesamtpankreas der Ente in der Tabelle schlieBen darf, liegt bei der 


Zinkgehalt des Pankreas von Enten. 

















Zinkgehalt in y/1¢: 
Art und Herkunft des Gewebes 
Frischgewebe | Trockengewebe 
Gesamtpankreas 
NUNN aa ies! deo 4. 0 BER” Aree 77 227 
MENMRERED Sot sen fee a eG, ee 47 151 
Pte es aS. a lS 51 153 
RS Sitigey ite BITES wats oie dee 61 196 
Restpankreas (ohne Deckschicht) .. . 
Re es RL OS SK 68 217 
REE Sens nt Sc Saree 72 220 
Eras oy Sry Ta ko ig erty ne og ae 42 112 
SINR oy ool cute h glee Ra, Rear ss iets 72 216 
DL PAT UREA RE ty Sh age 58 179 
Remora) .Hsths: sits iste seamanie hot te ree 50 160 
CRE eile DM nothin dV opared versro des uneere ys 84 265 
PE Me eo Oh ke ie et a. gee 61 200 
MEME Fels 'S Psostar kiss lod: eutee ie 61 195 
ee Ge Sab le eh 71 225 
Bitenenee, Se hae ee iain. we 76 243 
Braunes Gewebe und Deckschicht 
isolierte braune Bezirke ......... 564 1810 
isolierte braune Bezirke . ........ 577 1780 
isolierte braune Bezirke ......... 810 2290 
Deckschicht, teils braun, teils hell . .. . 228 655 
Deckschicht, teils braun, teils hell . . . . 212 1190 
Deckschicht, teils braun, teils hell . .. . 270 920 
Deckschicht, teils braun, teils hell . .. . 225 725 
Deckschicht ohne braune Bezirke ... . 42 149 
Deckschicht ohne braune Bezirke ... . 85 232 
Deckschicht ohne braune Bezirke ... . 163 387 








Ente eine geringfiigige Erhéhung des Pankreas-Zinks im Vergleich 
zu den genannten Tierarten vor. Auf das Gesamtpankreas folgen in 
der Tabelle Zinkanalysen des ,,Restpankreas ohne Deckschicht*, 
d.h. es wurden hier Pankreasproben nach Entfernung der das braune 
Gewebe enthaltenden ,,Deckschicht (s.o. unter Methodik) analysiert. 
Die 11 in der Tabelle angefiihrten Analysen ergeben als Durchschnitts- 
werte fiir das Frischgewebe 65 y Zink, fiir das Trockengewebe 203 y 
Zink. Dieses Ergebnis kann man wiederum vergleichen mit den oben- 
genannten Mittelwerten anderer Tierarten. Es ergibt sich, da auch 
dieses, von der Deckschicht befreite Restpankreas der Ente im 
10* 
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Mittel einen etwas héheren Zinkgehalt aufweist, als es beim}Pankreas 
anderer Tierarten der Fall ist. 

Vergleicht man damit die in der Tabelle angefiihrten Zinkbestim- 
mungen des isolierten braunen Gewebes bzw. der vom braunen 
Gewebe durchsetzten Deckschicht, so iiberrascht der sehr hohe 
Zinkgehalt dieser Fraktion. Dort, wo es gelang, die makroskopisch sicht- 
baren braunen Bezirke méglichst gut herauszuschilen, finden sich die 
héchsten Werte, namlich 564, 577 und 810 y Zink pro 1 g Frisch- bzw. 
1810, 1780 und 2290 y Zink pro 1 g Trockengewebe! Dort, wo man die 
Deckschicht mit ihren teils braunen, teils hellen Bezirken als Ganzes 
abtrug, finden sich Werte, die ungefahr noch die Hilfte des Zinkgehaltes 
des eigentlichen braunen Gewebes betragen. SchlieBlich sind am Ende 
der Tabelle noch 3 Zinkanalysen einer Pankreasdeckschicht enthalten, 
welche auBerlich nur helle und keine braunen Bezirke erkennen lieB. 
Hier stellten wir ein starkes Absinken des Zinkgehaltes fest; zwei dieser 
drei Bestimmungen erbrachten Werte, wie wir sie auch im Restpankreas 
ohne Deckschicht oder im Gesamtpankreas fanden. 

Mit groBer Deutlichkeit geht somit aus den Zinkanalysen hervor, 
daB das braune, d.h. titberwiegend aus A-Zellen bestehende 
Gewebe einen sehr hohen Zinkgehalt hat, der etwa dem acht- bis 
zehnfachen Zinkgehalt des iibrigen Pankreas entspricht. Die Tatsache, 
daB auch das Gesamtpankreas sowie das der Deckschicht beraubte Rest- 
pankreas der Ente gegeniiber anderen Tierarten etwas héhere Zinkwerte 
aufweisen, liBt sich zwangslos dadurch erkliren, daB wir mit der Ab- 
schaélung der Deckschicht bzw. der sichtbaren braunen Bezirke den 
weiter nach innen liegenden Anteil der A-Zellen-Inseln nicht mit ent- 
fernen. Bei der Priifung des naf-veraschten Pankreas-Gewebes auf 
weitere mit Dithizon reagierende Schwermetalle lieBen sich sowohl 
im braunen Gewebe wie auch im Gesamtpankreas Kupfer und Kobalt 
papierchromatisch sicher nachweisen. Die gefundenen Mengen lagen 
jedoch in derselben GréBenordnung wie im Siugetierpankreas und ent- 
sprachen etwa dem hundertsten Teil der im Gesamtpankreas vorhan- 
denen Zinkmengen. Das braune Gewebe und das Gesamtpankreas 
zeigten dabei keinerlei Unterschiede. 


Blutzuckerwirkung der Pankreasextrakte von Enten 


Methodik 

Herstellung der Extrakte nach dem in‘ S. 104 beschriebenen Verfahren. 
Blutzuckertest am Kaninchen, Glucose-Bestimmung nach Hagedorn-Jensen. 

a) Gesamtpankreas 


Die Blutzuckerkurven der Extrakte des Entenpankreas zeigten den 
typischen zweiphasischen Verlauf mit primirer Hyper- und anschlieBen- 
der Hypoglykamie. Deutlicher noch als bei den bereits durch besonders 
kraftige und regelmaBige Glukagonwirkung charakterisierten Extrakten 
vom Huhn trat bei den Enten die initiale Blutzuckersteigerung hervor. 
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Die Insulinwirkung war in den Extrakten aus Entenpankreas bei 
Verabreichung von 1, 2 oder 3mg pro kg praktisch immer deutlich 
erkennbar, jedoch weniger stark ausgeprigt als in Pankreasextrakten 
von Saugetieren. Bei Dosen unter 1 mg pro kg verschwand die Insulin- 
wirkung sehr bald. Mit Sicherheit geht aus dem Blutzuckertest hervor, 
daB dem im Vergleich zu anderen Tierarten erheblich hoheren Glukagon- 
effekt nicht auch eine starkere Insulinwirkung folgt, wie es z. B. bei 
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embryonalen Pankreasextrakten der Fall ist?. Der Insulingehalt des 
Entenpankreas diirfte geringer sein als bei den bisher gepriiften Sauge- 
tierarten, wahrend der Glukagongelialt eine echte Vermehrung zeigt. 
Zwei typische Blutzuckerkurven finden sich in Abb. 1. Man erkennt, 
daB auch die 50-y-Dosis noch deutliche Glukagonwirkung besitzt. 


b) Braunes Gewebe 
Unsere aus dem braunen Gewebe gewonnenen Pankreasextrakte 
lieBen auch bei hoher Dosierung jede Insulinwirkung vermissen. Die 
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gleichen Dosen (bis 3 mg pro kg), welche bei Extrakten aus Gesamt- 
pankreas deutliche Insulinwirkung besafen, zeigten keinerlei hypogly- 
kamisierende Effekte. Dagegen war die auf Glukagon zuriickzufiihrende 
initiale Blutzuckersteigerung vorhanden. 

Abb. 2 zeigt den Glukagoneffekt bei Injektion von 500 y/kg des 
Extraktes aus braunem Gewebe; die initiale Hyperglykimie klingt 
langsam ohne nachfolgende Insulinwirkung ab. Bei Extrakten aus 
braunem Gewebe fanden wir Glukagoneffekte noch nach Injektion von 
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20 y pro kg, wofiir Abb. 2 ebenfalls ein Beispiel bringt. Es fiel jedoch 
auf, daB die Glukagonwirkung der Extrakte aus braunem Gewebe in 
allen Dosisbereichen nicht so regelmaBig wie beim Gesamtpankreas und 
éfters nur schwach ausgepragt in Erscheinung trat. 

Bereits friiher? wiesen wir darauf hin, daB die im Verlauf der 
Extraktherstellung abgetrennte ,,Ammoniakfallung haufig blut- 
zuckersteigernde Wirkung hat. Dies ist nach unseren Erfahrungen be- 
sonders dann der Fall, wenn, wie z. B. beim Huhn, das Verhaltnis von 
Insulin zu Glukagon zugunsten des letzteren verschoben ist. Die Griinde 
dafiir liegen vermutlich darin, daB das vorhandene Insulin und anwesende 
Ballaststoffe nur eine begrenzte Glukagonmenge in Lésung halten kénnen. 
Erwartungsgem4B liefert das glukagonreiche Entenpankreas Ammoniak- 
faillungen, welche im Gegensatz zum Siuger fast regelmaBig sehr deut- 
liche Glukagoneffekte aufweisen. Ein Beispiel fiir die Blutzucker- 
wirkung einer solchen Ammoniakfallung findet sich in Abb. 3. 
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Diskussion der Ergebnisse 
a) Zink in den A-Zellen 


Die vorstehend mitgeteilten hohen Zinkwerte des in verschiedener 
Reinheit isolierten braunen A-Zellen-Gewebes von Enten stehen in bester 
Ubereinstimmung mit den histologischen Befunden. Ferner und 
Mitarbb.®!2 haben mit intravitaler Dithizoninjektion gezeigt, daB im 
Entenpankreas die Zink-Dithizon-Reaktion stark positiv ausfallt, wobei 
sowohl in den A- als auch in den B-Zellen Zink-Dithizonat nachweisbar 
ist. Nimmt man hierzu die eingangs erwihnten Befunde von Wolff 
und Ringleb’, wonach bei Séugern das Inselzink in den A- und B- 
Zellen vorkommt, so wird man nunmehr den Zinkreichtum der A-Zellen 
als gesichert ansehen miissen. Daher sind auch die von uns! in den 
Inselorganen von Knochenfischen gefundenen Zinkmengen nicht nur 
den B-Zellen, sondern den A- und B-Zellen gemeinsam zuzuordnen, und 
nur ein Teil des gesamten Inselzinks kann dem Insulin angehéren. Aus 
einem Vergleich unserer Zinkanalysen an Fischen und Enten geht hervor, 
daB gréBenordnungsmaBig der Zinkgehalt der A- und der B-Zellen etwa 
in gleicher Hohe zu liegen scheint. Vermutlich ware es miBig, feststellen 
zu wollen, ob die A- oder ob die B-Zellen zinkreicher sind, denn der Zink- 
gehalt beider Zelltypen unterliegt sehr wahrscheinlich erheblichen, durch 
die jeweilige Stoffwechselsituation bedingten Schwankungen, wie schon 
Okamoto", spiter Wolffund Ringleb’ sowie Maske?’ gezeigt haben. 


17 H. Maske, Z. Naturforsch. 8b, 96 [1953]. 
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Die histologische Dithizontechnik gestattet keine genaueren quanti- 
tativen Aussagen iiber die vorhandenen Zinkmengen und setzt auBerdem 
die Anwesenheit einer mit Dithizon reagierenden Zinkverbindung voraus, 
was nicht fiir alle Zinkverbindungen biologischer Herkunft zutrifft. Mit 
direkter chemischer Zinkanalyse finden wir in der Trockensubstanz 
des mdglichst rein praparierten A-Zellen-Gewebes etwa 0,2°% Zink 
(s. Tabelle). Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, daB, wie die histologi- 
schen Befunde lehren®!2, das makroskopisch priparierte braune Gewebe 
noch andere Zellarten, z. B. exokrine Anteile, beigemengt enthalt. Der 
gefundene Wert von 0,2% Zink entspricht also noch nicht einem reinen 
A-Zellen-Gewebe und noch weniger der darin enthaltenen reinen Zink- 
verbindung, da wir ja ein vollstindiges Gewebe analysieren. Grob ge- 
schitzt muB der Zinkgehalt der in den A-Zellen befindlichen 
Zinkverbindung mindestens eine Zehnerpotenz héher liegen, d. h. 
mehrere Prozent Zink betragen. Zusammenfassend ergibt sich aus 
alledem, da der eingangs erwihnte Einwand gegen unsere Zink- 
Glukagon-Theorie, der Zinkreichtum des Inselgewebes komme nur den 
B-Zellen und nicht den A-Zellen zu, hinfallig ist. 


b) Blutzuckerwirkung der Extrakte aus Entenpankreas 


Uber die Blutzuckerwirkung von Pankreasextrakten der Ente war 
bisher nichts bekannt; unsere oben mitgeteilten Ergebnisse bestatigen 
die am Leberschnitt!® gemachten Beobachtungen, wonach das Enten- 
pankreas als Ganzes einen besonders hohen Glukagongehalt be- 
sitzt. Auf Grund der histologischen Untersuchungen ist der Glukagon- 
reichtum des Entenpankreas auf die A-Zellen zu beziehen, da auBer den 
B-Zellen weitere endokrine Zellelemente nicht vorhanden sind. Daraus 
ergibt sich ein neuer Hinweis fiir die engen Zusammenhinge zwischen 
Zink, Glukagon und A-Zellen. Betrachtet man das Entenpankreas im 
Hinblick auf seine B-Zellen, so ergibt auch hier der Blutzuckertest 
vollige Ubereinstimmung mit den histologischen Befunden. Denn den 
mengenmaBig im Vergleich zum Saugetierpankreas etwas zuriick- 
tretenden B-Zellen der Ente entspricht ein deutlich geringerer Insulin- 
gehalt der Extrakte, und dort, wo histologisch die B-Zellen im Enten- 
pankreas fehlen, nimlich im braunen Gewebe, fehlt auch die Insulin- 
wirkung der Extrakte. 

Die Blutzuckerwirkung der Extrakte des braunen Ge- 
webes verdient besonderes Interesse. Bestatigt die fehlende Insulin- 
wirkung bereits die Auffassung der Morphologie, daB es sich bei den 
,dunklen Inseln‘“‘ nicht um insulinproduzierende Zellen handeln kann, 
so erweist nunmehr die blutzuckersteigernde Wirkung der Extrakte aus 
braunem Gewebe ihre Funktion als glukagonbildende Zellelemente. 
Allerdings besteht nach den Ergebnissen unserer Versuche ein gewisses 
MiBverhialtnis zwischen der so eindrucksvollen GroBe der A-Inseln und 
den gefundenen Glukagoneffekten, die zwar deutlich in Erscheinung 
traten, oft aber nur méBiges Ausma8 erreichten. Die Glukagon-Konzen- 
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tration des braunen Gewebes iibertraf nicht diejenige im Gesamt- 
pankreas. 

Man kénnte infolge der engen Durchflechtung des braunen A-Zellen- 
Gewebes mit exokrinen Zellanteilen vermuten, da nach der Totung des 
Tieres sehr rasch das blutzuckersteigernde Peptid tryptisch inaktiviert 
wird. Das ist jedoch nicht sehr wahrscheinlich, da von der Tétung des 
Tieres bis zum Einbringen des abgeschilten braunen Gewebes in salz- 
sauren Alkohol nur etwa 5 bis 10 Min. vergingen. Es gibt allerdings 
Beobachtungen von Dérzbach und Lindner?!*, wonach unmittelbar 
nach der Tétung eine spontane Aktivierung des Trypsins einsetzt, so 
daB nach 30 Min. bereits 50°/, des proteolytischen Fermentgemisches in 
aktiver Form vorhanden sind. Eine andere Erklarung fiir den zu gering 
erscheinenden Glukagongehalt des braunen Gewebes liegt in der An- 
nahme, die Wirkstoffproduktion der braunen A-Zellen-Inseln sei nicht 
auf Glukagon begrenzt. Erérterungen hinsichtlich der Art etwaiger 
weiterer, den A-Zellen entstammender Wirkstoffe waren jedoch nach 
dem heutigen Stand unserer Kenntnisse rein spekulativ. 


ce) Zink und Glukagon 


Von Staub, Sinn und Behrens?® stammt der eingangs genannte, 
zweite Einwand gegen unsere Zink-Glukagon-Theorie: Kristallisiertes 
Glukagon sei zinkfrei und die biologische Wirkung andere sich nicht bei 
Zugabe von Zink. Eine genauere Betrachtung dieses Einwandes ergibt, 
daB er der Zink-Glukagon-Theorie nicht widerspricht, wie aus einigen 
Vergleichen zwischen Insulin und Glukagon hervorgeht: 

Schon zu Beginn der Pankreasaufarbeitung werden simtliche Zink- 
komplexe durch die Extraktion mit stark saurem waBrigen Athanol 
zerlegt, die weiteren Aufarbeitungsschritte vervollstandigen die Trennung 
des Zinks von seinen urspriinglichen Liganden. Am Ende der Pankreas- 
aufarbeitung hat daher das reine amorphe Insulin seinen Zinkgehalt 
praktisch véllig verloren, und doch liegt es im Pankreas nativ als Zink- 
komplex vor. Ebenso enthalt das reine Glukagon am Ende der Iso- 
lierung nur noch Spuren von Zink, und doch entstammt es den zink- 
reichen A-Zellen. Es liegt auf der Hand, dafi das in den A-Zellen mit 
Glukagon assoziierte Zink bereits mit dem ersten Schritt der Organ- 
aufarbeitung von dem Faktor getrennt wird. 

Bei Untersuchung der Beziehungen zwischen Zink und Glukagon 
ist genau wie beim Insulin weniger der Zinkgehalt am Ende einer Organ- 
extraktion als vielmehr die Frage nach dem Zinkbindungsvermégen 
von Bedeutung. DaB Insulin bei neutralem px erhebliche Zinkmengen 
aufnehmen kann und daf zinkfreies und zinkhaltiges Insulin eine 
vollig identische Blutzuckerwirkung besitzen, ist seit langem bekannt. 
(Der Depoteffekt zinkreicher Insuline bei subcutaner Injektion hat 


18 KE. Dérzbach u. F. Lindner, Pharmaz. Ztg. 1952, Nr. 17. 
19 A. Staub, L. Sinn u. O. K. Behrens, J. biol. Chemistry 214, 619 [1955]. 
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andere Griinde.) Injiziert man pro kg K6rpergewicht z. B. 40 y Insulin, 
so benétigt diese Dosis zur Sattigung bei neutralem px etwa 1 y Zink. 
1 kg K6rpergewicht enthalt aber rund 40000 y Zink, so daB auch zink- 
freies Insulin mit Sicherheit sehr bald nach der Injektion auf Grund 
seiner zinkaffinen Gruppen Zink anlagert. 

Ganz entsprechendes gilt fiir Glukagon: Ebenso wie Insulin nehmen 
hochgereinigte Glukagonpriparate bei Einbringen in zinkhaltige L6- 
sungen das bei der Aufarbeitung verlorengegangene Zink sofort wieder 
auf2°, genau wie zinkfrei injiziertes Glukagon — dem Insulin analog — 
im Organismus rasch in Zink-Glukagon iibergeht, da 1 y Glukagon weni- 
ger als 0,1 y Zink zur Zinksattigung bendtigt — ein gegentiber dem An- 
gebot von 40000 y Zink/kg verschwindend geringer Anteil. So wie 
Insulin und Glukagon beide aus zinkreichen Zellen stammen, ist auch 
die Fahigkeit zur Zinkbindung ein gemeinsames Charakteristikum 
dieser beiden Peptide, das chemisch in folgender Weise zu begriinden ist: 

Der Imidazolring des Histidins besitzt eine sehr hohe, spezi- 
fische Zinkaffinitét. Das prigt sich schon am Imidazol selbst aus, wie 
wir in einer vorangehenden Arbeit an Hand von 30 praparativ dar- 
gestellten Zinkkomplexen einfacher Imidazolderivate zeigen konnten. 
Dieses Zinkbindungsvermégen behalt der Imidazolring auch in Histi- 
dylpeptiden bei; wir berichten hieriiber in einer folgenden Arbeit®, 
welche sich mit der Darstellung von Zink-Komplexen des Histidins und 
verschiedener Histidyl-peptide befaBt. In unseren mit 1 y/kg wirksamen 
Glukagonpriparaten® fanden wir nach Hydrolyse stets basische Amino- 
sduren, u. a. Histidin. Nach Staub, Sinn und Behrens?® befindet sich 
das Histidin am Amino-Ende der Peptidkette des Glukagons. 
In unseren Modellversuchen mit synthetischen Histidylpeptiden® zeigen 
auch diejenigen Peptide, welche wie im Glukagon das Histidin am 
Amino-Ende (in der ,,Histamin-Konfiguration“) tragen, ausgepragtes 
Zinkbindungsvermoégen. Derartige Histidyl-Peptide vermogen z. B. in 
waBriger Lésung Zinkhydroxyd-Fallungen sehr rasch aufzulésen, wobei 
sie in stabile Zink-Komplex-Verbindungen tibergehen. 

Da auch im Insulin die Imidazolringe der Histidylreste als 
Orte der Zinkbindung anzusehen sind, wird das analoge Verhalten von 
Insulin und Glukagon gegeniiber Zink erklarlich. In chemischer Hinsicht 
hatte man damit die Zink-Komplexe von Insulin und Glukagon in die 
Zink-Imidazol-Verbindungen einzureihen; fiir die Pankreas- 
Physiologie wiirde sich merkwiirdigerweise ergeben, da die B-Zellen ein 
blutzuckersenkendes, die A-Zellen ein blutzuckersteigerndes 
Zink-Histidyl-Peptid enthalten. Uber die eigentliche funktionelle 
Aufgabe des Zinks in den beiden Wirkstoffen ist damit jedoch noch nichts 
gesagt. 

Somit ergibt sich: Ob Glukagon am Ende der Organaufarbeitung 
(ebenso wie Insulin) noch Zink enthalt oder nicht, ist unerheblich. Ent- 
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scheidend ist allein, daB bei physiologischem pu Glukagon Zink- 
bindungsvermégen besitzt und daher Zink-Komplexe bildet, 
wie es in ahnlicher Weise auch beim Insulin der Fall ist. 


Zusammenfassung 


Das Gesamtpankreas der Ente weist einen gegeniiber dem Saugetier- 
pankreas deutlich héheren durchschnittlichen Zinkgehalt auf. Das 
braune, aus A-Zellen-Inseln bestehende Gewebe (isoliert aus der ober- 
flachlichen Rinderischicht) besitzt einen rund 10-fach héheren Zink- 
gehalt als das iibrige Pankreas, so daB die A-Zellen in ihrem Zinkreichtum 
etwa den B-Zellen gleichzustellen sind (rd. 500—1000 y Zn/] g Frisch- 
gewebe). 

Die Blutzuckerwirkung von Extrakten des Gesamtpankreas 
1aBt einen erheblich héheren Glukagongehalt und etwas schwiacheren 
Insulingehalt erkennen im Vergleich zu Pankreasextrakten vom Sauge- 
tier. Extrakte aus dem zinkreichen braunen A-Zellen-Gewebe der Rinde 
besitzen keine Insulinwirkung, jedoch Glukagonwirkung. 

Die Ergebnisse werden im Hinblick auf die Zink-Glukagon-Hypo- 
these diskutiert. 


Summary 


The total pancreas of the duck has a markedly higher zinc content 
than the mammalian pancreas. The brown tissue, which consists of A 
cell islets and is isolated from the external cortical layer, has a zinc 
content approximately 10 times as great as the rest of the pancreas. 
The zine content of the A cells is thus approximately equal to that of the 
B cells (ca. 500—1000 y Zn/1 g fresh tissue). 

The blood sugar effect of extracts of the total pancreas indicates a 
considerably higher glucagon content and a somewhat lower insulin 
content as compared with mammalian pancreas extracts. Extracts of 
the zinc-rich, brown A cell tissue of the cortex possess a glucagon effect 
but no insulin effect. 

The results are discussed in relation to the zine glucagon hypo- 
thesis. 
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Neue Methode zur Darstellung der Hamine 
Von 
A. Hamsik und M. Hofman 


Aus dem I. Medizinisch-Chemischen Institut und aus dem Institut fiir gerichtliche Chemie, 
Toxikologie und Mikroskopie der Universitat in Prag; Vorstand Professor Dr. K. K acl 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Marz 1956) 


Bei der Darstellung der Himine mittels der von A. Hamsik an- 
gegebenen Methoden! braucht man ziemlich groBe Mengen Aceton oder 
Alkohol. Um dies zu vermeiden, haben wir eine neue Methode, nach 
welcher Himine ohne Aceton oder Alkohol dargestellt werden kénnen, 
ausgearbeitet. Sie beruht auf der Beobachtung, daB das Blut mit konz. 
Ameisensiure bei maBigem Erwarmen direkt Kristalle des Formiato- 
himins gibt, was auch zum Blutnachweis dienen kann?. Auch die 
entsprechende Darstellung des Hypophosphitohaimins ist moglich. 


Beschreibung der Versuche 


Formiatohamin: 100 ml defibriniertes Blut wurden mit 200 ml Wasser 
hamolysiert. Das Himolysat wurde mit 100 m/ 85-proz. Ameisenséure vermischt 
und auf dem Wasserbad unter stetigem Umriihren allmahlich erwarmt. Schon bei 
75° begann das Schwarzwerden, weil kleine Kristalle des Formiatohamins ausfielen. 
Die Mutterlauge blieb fast ungefarbt, die EiweiBstoffe blieben fast vollstandig in 
Lésung. Nach 10 Min. wurde das GefaB vom Wasserbad genommen. Da die ge- 
lésten BluteiweiBstoffe das Sedimentieren der Kristalle sehr verlangsamten, 
wurden diese abzentrifugiert, mit 1-proz. Ameisensiure dreimal und zuletzt mit 
Wasser gewaschen, abfiltriert, zuerst an der Luft und dann bei 105° getrocknet. 
Ausb. etwa 0,57 g. 

Wie die mikroskopische Probe des Praparates mit methylalkohol. Kalilauge* 
zeigte, war das rohe Formiatohaémin durch Partikel von mitgerissenem farblosem, 
amorphem Eiwei8 verunreinigt. Um dieses zu entfernen wurde 1 g rohes Formiato- 
hamin in 100 ml 5-proz. methylalkohol. Kalilauge gelést und die Lésung in 25 ml 
85-proz. Ameisensiure eingegossen‘. Nach 12 Stdn. wurden die Kristalle abfiltriert, 
mit 1-proz. Ameisensaure, zuletzt mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ausb. 
etwa 0,6 g. Das Praparat gab mit methylalkohol. Kalilauge Kristalle des Kalium- 
oxyhamins, mit Eisessig und Kochsalz gekocht, Kristalle des Chlorohamins. Es 
war ldslich in Pyridin und in NaHCO,-Lésung. Das Praparat bestand demnach 
aus der «-Modifikation. 

Hypophosphitohamin: Die Lésung von 2,5 g Natriumhypophosphit in 
330 ml 36-proz. Milchséure wurde auf dem Wasserbade auf 60° erwarmt, dann 
wurden unter bestandigem Umriihren 250 ml defibrinierten, mit Wasser im Ver- 
haltnis 2:3 verdiinnten Blutes allmahlich zugegeben und weiter auf 85° erwairmt. 
Bei 75° begann das Gemisch schwarz zu werden und Kristalle abzuscheiden. Nach 


1 A. Hamsik, diese Z. 148, 99 [1925]; 176, 173 [1928]; 190, 199 [1930]. 
2 A. Hamsik u. M. Hofman, Casopis Iékafi tes. XCIV, 403 [1955]. 

3 A. Hamsik, diese Z. 188, 173 [1924]. 

4 A. Hamsik, diese Z. 188, 103 [1929]. 
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10 Min. wurde das GefiB vom Wasserbade abgenommen. 12 Stdn. spiter wurden 
die Kristalle abzentrifugiert, dreimal mit 1-proz. Milchsiure, zuletzt mit Wasser 
gewaschen, abfiltriert und erst an der Luft, dann bei 105° getrocknet. Ausb. etwa 
0,75 g. Das Praparat gab mit 85-proz. Ameisensiure Kristalle des Formiatohamins, 
mit methylalkohol. Kalilauge Kristalle des Kaliumoxyhamins, mit Eisessig und 
Kochsalz gekocht Kristalle des Chlorohimins. Es wurde nach der friiher® an- 
gegebenen Methode umkristallisiert. Ausb. etwa 67%. 


Darstellung anderer Hamine 


a) Chlorohamin: Die Lésung des rohen Formiatohémins in methylalkohol. 
Kalilauge wurde in heiBen, natriumchloridhaltigen Eisessig eingegossen. 

b) Hypophosphitohimin: Die Lésung des rohen Formiatohamins in 
methylaikohol. Kalilauge wurde mit Oxalsiure stark angesiuert. Zu dem Filtrat 
wurde festes Natriumhypophosphit gegeben. 

c) Hamatin (Oxyhamin): Die Lésung des rohen Formiatohamins in methyl- 
alkohol. Kalilauge wurde mit konz. Essigsiure stark angesiuert und dann mit 
Wasser verdiinnt. Der Niederschlag wurde bald abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und. getrocknet*®. 

d) Oxyhémin-anhydrid. Analog c), jedoch wurde die angeséuerte und 
mit Wasser verdiinnte Fliissigkeit noch gekocht?. 


Zusammenfassung 


Durch Vermischen defibrinierten und hamolysierten Blutes mit 
85-proz. Ameisenséiure und Erwiairmen des Gemisches auf etwa 85° 
wurde kristallisiertes Formiatohimin dargestellt. Dasselbe kann als 
leicht zugangliches Ausgangsmaterial zur Darstellung anderer Hamine 
und des Protoporphyrins dienen. 


Summary 


Crystalline formiatohaemin was obtained when defibrinated and 
haemolysed blood was mixed with 85 per cent formic acid and the 
mixture heated to approximately 85°. The substance is a readily acces- 
sible starting material for the preparation of other haemins and proto- 
porphyrin. 

5 A. Hamsik, diese Z. 258, 125 [1938]. 

‘ A. Hamsik, diese Z. 148, 99 [1925]. 
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Uber die Abspaltung 
von N-Acetyl-neuraminsdure aus Mucinen 
durch das Receptor Destroying Enzyme aus Vibrio cholerae 


Kurze Mitteilung 
Von 
H. Faillard 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit KOIn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1956) 


Im Jahre 1949 konnte Gottschalk! bei der Einwirkung von 
Influenzavirus auf Ovomucin und etwas spiter? auch auf menschl. 
Harnmucin die Abspaltung einer dialysierfahigen, niedrigmolekularen, 
stickstoffhaltigen Substanz feststellen. Er nahm zunachst an, daf diese 
eine Kohlenhydrat-Peptid-Verbindung!, méglicherweise auf Grund ihrer 
Saurelabilitét und der intensiven Rotfarbung mit Ehrlichs Reagens eine 
N-1-Desoxy-1-ketose-aminosiure*, also ein Aminosiure-N-glykosid des 
Fructosamins, sei. 

Nur wenige Jahre spater sprachen bereits Klenk und Lauenstein® 
die Vermutung aus, daB der Neuraminsdure-Rest in dem die Virus- 
himagglutination hemmenden Mucinmolekil als die Haftstelle fiir das 
Influenzavirus angesprochen werden kénne, nachdem es ihnen gelungen 
war, aus menschl. Harnmucin und Rinder-Submaxillarismucin Neuramin- 
siure in Form ihres stabilen Methylglykosids zu isolieren. 

Im weiteren Verlaufe seiner Arbeiten gelangte Gottschalk* 1954 
zu der Annahme, da8 das bei der Einwirkung von Influenzavirus auf 
Mucine erhaltene Spaltprodukt eine N-Glykosyl-pyrrolcarbonsaure sei. 
Dies folgerte er auf Grund seiner Beobachtungen, daB aus einem die 
Virushimagglutination stark hemmenden Submaxillarismucin nach 
Alkalibehandlung Pyrrol-«-carbonsdéure in Freiheit gesetzt wird, die 
schon in der Kalte spontan mit Ehrlichs Reagens eine intensive Rot- 
firbung ergibt, und weiter gestiitzt durch die Befunde Odins®, wonach 
alle als Himagglutinationshemmstoff wirkenden Mucine ohne Alkali- 
vorbehandlung die Ehrlichsche Reaktion geben. 

Im gleichen Jahre konnten Klenk und Faillard® aus Rinder- 
Submaxillarismucin durch hydrolytische Spaltung eine Substanz kristal- 


1 A. Gottschalk u. P. E. Lind, Nature [London] 164, 232 [1949]. 
2 A. Gottschalk, Nature [London] 167, 845 [1951]. 

3 E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 148 [1952]. 

4 A. Gottschalk, Yale J. Biol. Med. 26, 352 [1954]. 

5 L. Odin, Nature [London] 170, 664 [1952]. 

6 E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 
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lisiert isolieren, die sich als N-Acetyl-neuraminsaure erwies, und zwar 
durch die Analysenergebnisse und die Uberfiihrung in ein Methylglykosid, 
das mit der schon 1941 von Klenk? aus Gangliosiden isolierten Methoxy- 
neuraminsaure identisch war. Diese cyclisiert beim Erhitzen mit Alkali 
leicht zu Pyrrol-x-carbonsiure. Wenig spiter gelang es Klenk, Fail- 
lard und Lempfrid®, ebenfalls N-Acetyl-neuraminsaure aus einem die 
Virus-Hamagglutination stark hemmenden menschlichen Harnmucin 
durch Einwirken von Influenzavirus abzuspalten und kristallisiert zu 
gewinnen. Daraus konnte mit groBer Wahrscheinlichkeit geschlossen 
werden, daB die Zellreceptoren fiir das Influenzavirus mit der N-Acety]- 
neuraminsaure identisch sind. 

Nachdem Burnet? 1946 entdeckte, daB die Filtrate von V. cholerae 
die Fahigkeit besitzen, Virus-Receptoren von der Erythrocytenoberflaiche 
abzuspalten und dies, wie er ein Jahr spiiter!° feststellte, auf der Wirkung 
eines sog. ,,Receptor Destroying Enzyme‘ beruht, konnte Stone™ zur 
gleichen Zeit berichten, daB die Wirkungsweise dieses RDE, wie sie an 
der Erythrocytenoberfliche zum Ausdruck kommt, die gleiche ist, wie 
die der Viren der Influenzagruppe. Inzwischen konnte von verschiedenen 
Autoren an einer groBen Zahl menschlicher und tierischer Sekrete mit 
Hamagglutinations-Hemmwirkung, wie Ovarcystenmucin!, Schleim des 
Respirationstraktes von Miausen'*, Allantoisfliissigkeit von Hihner- 
embryonen!*, Serummucoproteid (Francis Inhibitor) von menschl. 
Serum!5, QOvomucin!*, Schaf-Submaxillarismucin!’?, menschl. Harn- 
mucin?8’, mensch]. Sputum!® und Meconium?”® die gleichartige Witkung 
von infektidsem Influenzavirus und RDE gezeigt werden, die in der 
irreversiblen Zerstérung der biologischen Aktivitat des Inhibitors zum 
Ausdruck gelangt. 

Deshalb schien es von groBem Interesse, auch die Receptorsubstanz 
fiir das RDE niaher zu untersuchen. Aus einem freundlicherweise vom 
Pasteur-Institut, Paris, und den Behringwerken, Marburg, tiberlassenen 
Cholerafiltrat konnte nach Burnet und Stone!® ein RDE dargestellt 


7 E. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]. 

8 E. Klenk, H. Faillard u.H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]; Photo- 
graphie u. Wissenschaft (Agfa- Mitteilungen) 5, 3 [1956]. 

® F.M. Burnet, J. F. McCrea u. J.D. Stone, Brit. J. exp. Pathol. 27, 
228 [1946]. 

10 F. M. Burnet u. J.D. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 25, 227 
[1947]. 

1 J.D. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 25, 137 [1947]. 

12 F. M. Burnet, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 25, 371 [1948]. 

13 §. Fazekas de St. Groth, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 29 [1948]. 

4 J.D. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 49 [1948]. 

15 §.G. Anderson, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 347 [1948]. 

16 A, Gottschalk u. P. E. Lind, Brit. J. exp. Pathol. 80, 85 [1949]. 

17 J. F. McCrea, Biochem. J. 48, XLIX [1951]. 

18 J. Tamm u. F. L. Horsfall, J. exp. Medizine 95, 71 [1952]. 

19 C.C. Curtain, B. P. Marmionu.J. Pye, Nature [London] 171, 33 [1953]. 

20 C.C. Curtain, E. L. French u. J. Pye, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 
31, 349 [1953]. 
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werden, das sich in 2—4000facher Verdiinnung noch als wirksam erwies. 
Mit diesem Enzym lieB sich sowohl aus menschl. Harnmucin als auch aus 
Rinder-Submaxillarismucin in zahlreichen Spaltungsansatzen N-Acetyl- 
neuraminsaéure abspalten und in kristallisierter Form isolieren. Aus 
Gangliosid, einem Glykolipoid mit hohem Neuraminsiéuregehalt’, lieB 
sich durch RDE-Einwirkung keine Neuraminsaure abspalten. 

Ein Harnmucin von hoher Antihimagglutininwirkung (durch- 
schnittlich wirkten noch 10-* y Mucin pro Agglutinationsdosis Influenza- 
virus B-Lee hemmend) konnte nach Anderson??? dargestellt und aus 
ihm enzymatisch durchschnittlich 60°% der mit dem Harnmucin. ein- 
gesetzten Neuraminsaure (bestimmt als Neuraminsaiure-methylglycosid) 
abgespalten werden. Aus einem nur schwach die Haimagglutination 
hemmenden Rinder-Submaxillarismucin (durchschnittlich wirkte 1 y 
Mucin pro Aggl.-Dosis Influenzavirus hemmend), welches nach 
Hammarsten-Blix?® dargestellt wurde, konnten in mehreren An- 
sitzen 58° der mit dem Mucin eingesetzten Neuraminsiaure (als Methyl- 
glykosid bestimmt) enzymatisch abgespalten werden. Bei allen aus- 
gefiihrten Kontrollen mit den Mucinen und dem RDE lieB sich im Ultra- 
filtrat keine Neuraminsiure nachweisen. Aus dem Ultrafiltrat der 
Spaltungsansitze konnte in beiden Fallen nach Entsalzung und an- 
schlieBender chromatographischer und papierelektrophoretischer Reini- 
gung N-Acetyl-neuraminséure in feinen Nadeln aus Lisessig-Wasser 
kristallisiert erhalten werden. Die in jeweils 2 Aufarbeitungen gewonnene 
kristallisierte Substanz ergab folgende Analysenwerte: 

















ein- krist. er- | co HO ny | CH;CO D Sch 
gesetzt sit halten % % % % [aI99 rr 
Pay 42,46] 6,17 | 4,22 e 183 —186° 
Harnmucin | 7,86g |159mg]| 66,1 mg 42:46| 6,27 | 4.18 13,11 —31,7° (unt. Zers.) 
Rindersub- 42,17] 6,26 | 4,04 Lg 182—185° 
max.-Mucin | 28 8 | 158mg) 74,1mg | 49’39/ 610 | 4,16 | 1202 32,6°) (unt. Zers.) 


























ber. fiir C,;H,,0,9N | 42,48 | 6,23 | 4,13 | 12,70 | 


Die Trommersche Probe war mit allen kristallisierten Substanzen 
stark positiv. 

Die Mutterlaugen der Kristallisationen verfairbten sich zunehmend 
rétlich und zeigten im UV-Licht ein deutliches Absorptionsmaximum 
bei 262 mu, was auf eine bereits beginnende Cyclisierung zu Pyrrol-a- 
carbonsaure schlieBen léBt. Die Infrarotspektren der kristallisierten, 
enzymatisch abgespaltenen N-Acetyl-neuraminséure aus Harnmucin 
und Rinder-Submaxillarismucin waren untereinander wie auch im 
Vergleich mit dem IR-Spektrum einer durch Séurewirkung aus Rinder- 
Submaxillarismucin abgespaltenen N-Acetyl-neuraminsaure identisch. 


21 A.J. Anderson, Biochem. J. 56, XXV [1954]. 
22 A.J. Anderson u. N. F. Maclagan, Biochem. J. 59, 638 [1955]. 
23 G. Blix, diese Z. 240, 43 [1936]. 
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N-Acety]-neuraminsiure aus Mucinen 


Da alle Mucine vor den Spaltungen durch Alkalisieren auf ein p, 
von 9—9,5 zunachst in Lésung gebracht und das Rinder-Submaxillaris- 
mucin dariiber hinaus bei seiner Darstellung mit 1,5-proz. Salzsiiure 
gelést wurde, kann wohl mit grofer Wahrscheinlichkeit angenommen 
werden, da8 eine leicht abspaltbare, sauerstoffstandige Acetylgruppe ix 
der Neuraminsiure der zur Spaltung gelangten Mucine nicht mehr 
vorhanden gewesen ist. Somit diirfte die N-Acetyl-neuraminsaure als 
biologisch aktive Receptorsubstanz angesprochen werden. 

Auf Grund aller bis jetzt vorliegenden Befunde ist anzunehmen**?5, 
daB die N-Acetyl-neuraminsiure der Erythritather einer Hexosaminuron- 
siure ist, wohingegen Gottschalk?®*’ die gleiche Substanz als das 
Aldolkondensationsprodukt im Sinne einer Erlenmeyer-Kondensation 
aus Brenztraubenséure und 2-Desoxy-2-amino-hexose anspricht. 

Wahrend Gottschalk‘ zunichst annahm, da8 das Influenzavirus- 
Enzym eine Amidasewirkung entfaltet und er sich in einer neueren 
Arbeit?’ fiir die Lésung einer leicht spaltbaren N-glykosidischen Bin- 
. dung durch das Virus-Enzym ausspricht, berichten Kuhn und Bross- 
mer?’ kirzlich iiber die Abspaltung von Lactaminsiure oder O-Acety]- 
lactaminsiure aus einer Trisaccharidsiiure (O-Acetyl-lactaminsaure- 
lactose) mittels Influenzavirus und RDE. Hieraus darf wohl geschlossen 
werden, daB sowohl das Influenzavirus als auch das RDE als Glykosi- 
dasen wirksam sind. 


Zusammenfassung 


Aus menschlichem Harnmucin und Rinder-Submaxillarismucin, 
welche beide als Inhibitoren fiir die Influenzavirus-Hamagglutination 
wirksam sind, konnte durch Eimwirkung von Receptor Destroying 
Enzyme aus V. cholerae N-Acetyl-neuraminsiure abgespalten und in 
kristallisierter Form isoliert werden. Im Gangliosid liegt die Neuramin- 
siiure in einer nicht enzymatisch spaltbaren Bindung vor. 


Summary 


N-Acetylneuraminic acid has been cleaved and isolated in crystalline 
form from the mucin of human urine and bovine submaxillary gland 
by the action of receptor destroying enzyme from V. cholerae. Both 
mucins inhibit haemagglutination of the influenza virus. The neuraminic 
acid in the ganglioside cannot be cleaved enzymatically. 


2 KE. Klenk, H. Faillard, F. Weygand u. H.H.Schéne, diese Z. 304, 
35 [1956]. 
25 KE. Klenk, Angew. Chem. 68, 349 [1956]. 
26 A. Gottschalk, Nature [London] 176, 881 [1955]. 
27 A. Gottschaik, Yale J. Biol. Med. 28, 525 [1956]. 
28 R. Kuhn u. R. Brossmer, Angew. Chem. 68, 211 [1956]. 
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Zur Bestimmung von Fettsdureestern 


in Blut- und Organfetten 
Von 


K. F. Gey und H. Schén 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochem. Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Géttingen (Direktor: Prof. Dr. K. Thomas) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1955) 


Carbonséureester kénnen, wie viele andere Verbindungen, mit 
Hydroxylamin zu Hydroxamsaéuren umgesetzt werden. Von Feigl}? 
wurde die charakteristische rotviolette Farbe der Hydroxamsiure- 
Eisen(III)-Komplexe zum qualitativen Nachweis von Carbonsaéureestern 
eingefiihrt. Lipmann und Tuttle entwickelten 1945 hieraus eine 
Methode zum quantitativen kolorimetrischen Nachweis von Acylphos- 
phaten und Acylthioestern®*, die inzwischen mehrfach modifiziert 
wurde, 

Von Hill®? wurde dieses Prinzip 1946 zum quantitativen Nach- 
weis von Fettsiureestern in pflanzlichen und tierischen Fetten ange- 
wendet: das Lipidgemisch reagiert in einer alkalischen Athanol-Di- 
iithylither-Mischung mit Hydroxylamin, wahrend (unter Forderung 
strikten Wasserausschlusses) zur Trockenheit eingedampft wird; die 
so gebildeten Hydroxamsiauren werden anschlieBend in einer alkoholi- 
schen, sauren Eisen(III)-perchlorat-Lésung kolorimetriert. Bauer und 
Hirsch modifizierten dieses Verfahren 1949* und 1955° fiir die Bestim- 
mung von Fettsiéiureestern des Blutserums*. 

Fettsaiureester reagieren aber auch in wiBrigem bzw. wasserhaltigem 
Milieu mit Hydroxylamin, sofern sie in Lésung gehalten werden kénnen?°. 


1 F. Feigl, Qualitative Analysis by Spot Tests, 3rd. ed., S. 355—-358; Elsevier 
Publ. Co., New York 1946. 

2 F. Feigl, V. Anger u. O. Frehden, Mikrochemie 15, 9 [1934]. 
F. Lipmann u. L.C. Tuttle, J. biol. Chemistry 159, 21 [1945]. 
F. Lipmann u. L.C. Tuttle, Biochim. biophysica Acta 4, 301 [1950]. 
A. Kornberg u. W. E. Pricer jr., J. biol. Chemistry 204, 329 [1953] u. a. 
U. T. Hill, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 18, 317 [1946]. 
U. T. Hill, Analytic. Chem. 19, 932 [1947]. 

® F.C. Bauer * u. E. F. Hirsch, Arch. Biochemistry 20, 242 [1949]. 

® R. Nailor, F.C. Bauer jr. u. E. F. Hirsch, Arch. Biochem. Biophysics 
54, 201 [1955]. 

10 §. Hestrin, J. biol. Chemistry 180, 249 [1949]. 

* Nach AbschluB der Arbeit kamen uns weitere Modifikationen zur Kenntnis: 

M. H. Hack, Arch. Biochem. Biophysics 58, 19 [1955]. 

M. Jarrier u. J. Polonovski, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 495 [1955]. 

M. M. Rapoport u. N. Alonzo, J. biol. Chemistry 217, 193 [1955]. 
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Daher wurde das zwar empfindliche", aber wegen des mehrfachen 
Eindampfens sehr umstindliche Verfahren nach Bauer und Hirsch von 
Stern und Shapiro 1952 dadurch vereinfacht, daB eine waBrige 
Hydroxylaminlésung in einem sehr kleinen Volumen direkt zu einem 
aliquoten Teil des Bloorschen Athanol-Diithylither-Gemisches zuge- 
setzt wird, so daB alle Reaktionspartner noch in Lésung bleiben k6n- 
nen!2, Dieses Vorgehen soll auch im klinischen Routinebetrieb Ver- 
wendung finden kénnen?**. 

Der Bestimmungsbereich der fiir Serumextrakte entwickelten 
Methode befriedigt nicht ganz, wenn die Esteriquivalente in Organ- 
extrakten oder nach Fraktionierung in verschiedenen Lipid-Fraktionen 
(z.B. nach Sch6n und Gey"*) bestimmt werden sollen. Zur Vergr6Berung 
des Bestimmungsbereiches schlagen wir daher eine Anderung des Re- 
aktionsgemisches vor, und zwar: 

Methanol: Diathylather: wa8r. Hydroxylamin-Lésung (Glykokoll-Natrium- 

a: ee 2 : 1 (v/v/v) hydroxyd-Puffer) 
Die Pufferwirkung eines Glykokoll-Zusatzes ist besonders im sauren, 
fiir die Kolorimetrie benétigten Bereich von Vorteil, da hierdurch prak- 
tisch gleiche Extinktionen an verschiedenen Tagen ermdglicht und 
Streuungen vermindert werden. 


Methodik 


Prinzip 
I. Extraktion der Lipide nach bekannten Verfahren mit speziell vorgereinigten 
Lésungsmitteln — Aufnahme der Lipide in Petrolather. 
II. Hydroxamsaurebildung aus :Fettsiureestern in einem Gemisch von 
Methanol-Diathylather mit einem kleinvolumigen Zusatz des in Natronlauge- 
Glykokoll-Puffer befindlichen Hydroxylamins 


III. Kolorimetrie der Hydroxamsaure-Hisen(III)-Komplexe in einem durch 
Glykokoll abgepufferten, sauren Milieu. 


A. Reagenzien 

1. Peroxydfreier Diathylather, DAB 6 (Riedel- de Haén): Reinigung, 
Aufbewahrung und Test auf Peroxyde nach Schén und Gey". 

2. Aldehydfreies Methanol, p. a. (Riedel- de Haén): 11 mit 5 ml 50-proz. 
Natronlauge und 5 g Zinkstaub 1 Stde. unter RiickfluB gekocht und ab- 
destilliert. Aufbewahrung in dunkler Flasche. Brauchbar, solange der Leer- 
wert beim unten beschriebenen Verfahren bei 1,0 cm Schichtdicke E = 0,07 
oder kleiner ist. 


11 W. Appel u. K. J. Hansen, Z. ges. exp. Med. 122, 258 [1953]. 
12 [. Stern u. B. Shapiro, Brit. J. clin. Invest. 6, 158 [1953]. 
13 H. Seckfort u. E. Andres, Dtsch. Z. Verdauungs- u. Stoffwechselkrankh. 
15, 4 [1955]. 
4H. Schon u. K. F. Gey, diese Z. 303, 81 [1956]. 
* Nach AbschluB dieser Arbeit wurden von R. F. Goddu, N. F. LeBlane 
u. C.M. Wright, Analytic. Chem. 27, 1251 [1955], Untersuchungen iiber die 
Reaktionsbedingungen in einigen bisher nicht verwendeten organischen Lésungs- 
mitteln und fiir Ester der verschiedensten organischen Sauren beschrieben. 
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Aldehydfreies 96-proz. Athanol: Mit Methanol- oder Petrolather ver- 
gallter Industriealkohol wird langsam iiber festem Kaliumhydroxyd durch 
eine lange Raschig-Ring-Kolonne destilliert. Weitere Behandlung der Fraktion 
von 78,3° wie Methanol. 


Fettséureester in Blut- und Organfetten 


. Petrolather, Sdp. 30—40° und 60° (Haltermann, Hamburg): Reinigung 


nach 1. c.14, 


. Hydroxylamin-hydrochlorid, p. a. (Merck): 2,0-m. Lésung in Wasser. 


Aufbewahrung im Kiihlschrank. Nicht langer als 1 Monat verwenden. 


. Natronlauge mit Glykokoll, jeweils p. a.: 3,5 Mol NaOH (Merck) und 


1 Mol Glykokoll (Merck) pro 1 Wasser. Aufbewahrung in dicht schlieBender 
Polyathylenflasche. Bei Carbonatbildung erneuern. 


. Perchlorsaiure-Stammlésung, p.a.: 71-proz. waBr. HClO,-Lésung mit 


Wasser 2: 1 verdiinnt. Vorrat fiir gréBere Zahl von Bestimmungen anlegen. 


. Perchlorsaure-Verdiinnung in Methanol: 7,5 ml der Perchlorsiaure- 


Stammldésung mit 90-proz. aldehydfreiem Methanol p. a. auf 100 ml Volumen 
auffiillen. Jeweils frisch herzustellen. 


. Eisen(III)-chlorid-Lésung p. a. (Merck): 0,37 Mol FeCl,-6H,O pro 1 


0,01-n. HCl, p. a. (Merck). 


. Standard-Lésungen von Fettsaureestern: Analysenreines Laurinsdure- 


triglycerid oder Ol- oder Stearinséure-Athylester in Petrolather, Sdp. 60°, 
gelést, so daB 1 ml bei verschiedenen Verdiinnungen 0,5—10 Mikroaquivalente 
enthalt. Z.B. 1,142 g Laurinsaure-athylester (= 5 Milliaquivalente) gelést in 
500 ml Petrolather (10 y Aquivalente/ml); hiervon Verdiinnung 50: 200 
(2,5 y Aquiv./ml) und Verdiinnung 10: 200 (0,5 y Aquiv./ml). 


B. Extraktion der Lipide 


a) Serum- bzw. Plasmalipide kénnen mit speziell gereinigten Lisungs- 
mitteln in mehr oder weniger konventioneller Weise extrahiert werden, 
wobei die Entstehung von Peroxyden, Aldehyden usw. vermieden werden 
muB (Licht!). Die Extraktion kann, besonders bei kleineren Serumquanti- 
taten (z.B. weniger als 5 ml) und wenn auf eine vollstandige Abtrennung 
der Nicht-Lipide*® verzichtet werden kann, in Anlehnung an folgende 
Bo erfolgen: 

. Nailor, Bauer und Hirsch’: 1 Vol.-Tl. frischen Serums oder Plasmas 
wird unter Schiitteln in etwa 40 Vol.-Tle. eines Gemisches von Methanol- 
oder Athanol-Diaithylather (1:1 [v/v]) getropft, mit dem gleichen 
Gemisch auf 50 Vol.-Tle. aufgefiillt, der verschlossene Kolben ge- 
schiittelt und 10 Min. spater filtriert. 4 m/ des Filtrates werden zur 
Hydroxamsiure-Bildung verwendet. 

2. Bloor’: 1 Vol.-Tl. Serum in 36 Vol.-Tle. Athanol-Diathylather ein- 
getropft, auf 50 Vol.-Tle. aufgefiillt, filtriert und 4 ml des Filtrates zur 
Hydroxamsaure-Bildung verwendet. 

Wenn hingegen bessere Abtrennung der Nicht-Lipide, Wagung der Lipide, 

anschlieBende Fraktionierung der Lipide u. dgl. notwendig sind, dann ist 

Extraktion mit folgenden Verfahren vorzuziehen: 

3. Nach Sperry und Brand?¢ mit weitgehender Abtrennung der wasser- 
léslichen Nicht-Lipide. 

4, Bei Mengen von 5 ml Serum oder mehr — wenn eine Reinigung der 
Lipidextrakte durch Petrolither!?1® ausreichend ist — l48t man 
1 Vol.-Tl. Serum in 20 Vol.-Tle. Athanol-Diathylather-Gemisch ein- 
tropfen (3:1 [v/v]), filtriert das Pracipitat ab und extrahiert 1 Stde. 





15 W.R. Bloor, J. biol. Chemistry 77, 53 [1928]. 


16 W.M.Sperry u. F.C. Brand, J. biol. Chemistry 218, 69 [1955]. 
17H. N. Christensen, J. biol. Chemistry 129, 531 [1939]. 
18 J, Folch u. D. D. Van Slyke, J. biol. Chemistry 129, 539 [1939]. 
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mit jeweils 50 ml Athanol und Diithylather nacheinander im Soxhlet. 
Das Lésungsmittel der vereinigten Extrakte wird abdestilliert, der Riick- 
stand in heiBem Petrolaither, Sdp. 30—40°, so weit wie méglich auf- 

genommen und letzterer unter Abtrennung der nicht petrolather- 

léslichen Substanzen durch eine Glasfritte (G4) in einen Spitzkolben 
iibergefiihrt. Der Petrolather wird aus dem Spitzkolben durch Stick- 
stoff-Strom bei 30° entfernt und der wahrend 1 Stde. iiber P,O, bei 
30° getrocknete Riickstand gewogen. Lésen des Fettes, wie unten an- 

gegeben, unmittelbar nach der Wagung. 

b) Organlipide: Nach geniigender Zerkleinerung der Organe von etwa 5 ¢ 
oder mehr Frischgewicht im Homogenisator, mit Sand im Moérser oder 
nach vorheriger Acetontrocknung mit anschlieBender Zerkleinerung des 
Organs wird der Gewebebrei oder das Gewebepulver mit Athanol und 
anschlieBend mit Diathylather erschépfend im Soxhlet extrahiert!® 2°. 
Bei Organmengen unter 5 g verfahrt man nach Folch et al.24 und Sperry 
et al.”. 


C. Bestimmung der Fettsaure-Aquivalente 


4 ml der Serumextrakte werden in einen 10-ml-Me8kolben mit Glasstopfen 
pipettiert, bzw. wird von gréBeren Lipidriickstaénden nach Abdestillieren des 
Lésungsmittels ein aliquoter Teil entnommen. Der Riickstand wird hierzu in einem 
definierten Volumen eines frisch gga n Gemisches von aldehydfreiem 
Methanol und peroxydfreiem Diathylather (1:1 [v/v]) gelést und 4,0 ml dieser 
Lésung, die schitzungsweise 1 bis 50 Siikrcaguivalente enthalten sollen, werden 
in einen 10-ml-MeBkolben mit Glasstopfen pipettiert (1 bis 50 Mikroaquivalente 
entsprechen etwa 0,3 bis 13 mg Neutralfett). Geringe Lipidmengen, die vollstandig 
zur Bestimmung der Ester-Aquivalente verwendet werden miissen, werden mittels 
Petrolither, Sdp. 30—40°, quantitativ in einen 10-ml-MeBkolben mit Glasstopfen 
iibergefiihrt, das Lésungsmittel im Exsiccator bei Zimmertemperatur mittels 
Wasserstrahlpumpe entfernt und die Lipide wieder in 4,0 ml des Methanol-Diathyl- 
ather-Gemisches in Lésung gebracht. 

Gleiche Volumina 3,5-m. NaOH mit Glykokoll und 2-m. Hydroxylamin-hydro- 
chlorid werden gemischt, anschlieBend sofort jeder MeBkolben mit 1,00 ml dieses 
Gemisches beschickt und der Kolbeninhalt gut vermischt. Eine gelegentlich auf- 
tretende Triibung 148t sich durch einige Tropfen aldehydfreien Methanols be- 
seitigen. Die verschlossenen MeBkolben werden fiir mindestens 7 (langstens 24) Stdn. 
in der Dunkelheit bei Zimmertemperatur stehengelassen. Das Ansetzen der Kolben 
kann im diffusen Tageslicht erfolgen. 

Zur Kolorimetrie werden 4,0 ml der methanolischen Perchlorsaure-Verdiinnung 
zugesetzt, mit dem Kolbeninhalt gut vermischt und friihestens nach 1 Min. (spate 
stens nach 60 Min.) 1,0 mi der Eisen(III)-chlorid-Lésung zugefiigt, umgeschiittelt 
und mit 80-proz. aldehydfreiem Methanol bis zur 10-ml-Marke aufgefillt und noch- 
mals gut gemischt. Die Photometrie erfolgt bei 530 oder 540 mu gegen eine Kiivette 
mit 75-proz. Methanol. Die Ablesung erfolgt jeweils zur gleichen Zeit nach Zusatz 
des Eisen(III)-chlorids, bequemerweise nach 2 oder 3 Min., jedenfalls aber inner- 
halb von 60 Minuten. Je nach der Farbintensitat der Lésungen wird eine Schicht- 
dicke angewandt, die eine genaue innerhalb der Ablesegrenzen des betreffenden 
Photometertyps liegende Messung gestattet (meist zwischen E = 0,1 und 1,0 
oder weniger), also z. B. Verwendung von 0,200-, 0,500- und 1,000-cm-Kiivetten 


19 W.R. Bloor, Biochemistry of Fatty Acids, 8. 37—49, Reinhold Publ. 
Corp., New York 1943. 

20 J.A.Lovern, The Chemistry of Lipids of Biochemical Significance, 
S. 37—42; Methuen, London und Wiley & Sons, New York, 1955. 

21 J. Folch, I. Ascoli, M. Lees, J. A. Meath u. F. N. Le Baron, J. biol. 
Chemistry 191, 833 [1951]. 

22 


W. M. Sperry, J. biol. Chemistry 209, 377 [1954]. 
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(Schichtdicke kontrollieren!). Die abgelesenen Extinktionen werden auf die gréBte 
der verwendeten Schichtdicken umgerechnet und mit denen der Standardkurve 
verglichen. 

Ein gleichzeitig zu behandelnder Analysensatz umfaBt: 


a) Analysen als Doppelbestimmungen. 

b) 2 Leerwerte. 

c) Doppelstandard-Werte mit mindestens 3 verschiedenen Konzentrationen 
zur Kontrolle der Standard-Kurve. 


Alle diese Bestimmungen werden mit dem gleichen Hydroxylamin-Natron- 
lauge-Gemisch angesetzt. 

Die Standard-Kurve wird so angelegt, daB Me8kolben mit 1—50 y-Aquiv. 
(z. B.: 1, 2, 4, 10, 20, 30, 40, 50) Fettsaureester (in jeweils mindestens 2 ml Petrol- 
ather, Sdp. 60°) beschickt werden. Der Petrolither wird im Exsiccator mittels 
Wasserstrahlpumpe entfernt, die Ester wie oben in 4 ml des Methanol-Diathylather- 
Gemisches gelést und weiterhin nach obiger Vorschrift behandelt. 

Die Extinktion des Leerwertes wird nach Umrechnung auf die Standard- 
Schichtdicke von allen iibrigen Extinktionen subtrahiert. Sie darf nicht mehr als 
0,07 bei 1,0 cm Schichtdicke betragen; andernfalls sind die Alkohole und der Ather 
erneut zu reinigen. 


Experimentelles und Diskussion 


A. Hydroxamsaure-Bildung 

Der Bestimmungsbereich der empfindlichsten bisher beschriebenen 
Methoden reicht von 0,5 bis 3 Fettsiureester-Mikroiquivalente!? bzw. 
von 3,4 bis 27 Mikroéquivalente®. Der Anteil von Esterfettsiuren in 
Organextrakten bzw. Lipidfraktionen hieraus kann jedoch starker vari- 
abel sein als im Blutserum, so daB ein gréBerer Bestimmungsbereich 
wiinschenswert ist. Bei dem einfachsten der bisher beschriebenen Ver- 
fahren 2 findet die Hydroxamsaure-Bildung in einem Milieu aus Athanol- 
Diathylather + waBr. alkalische Hydroxylamin-Lésung = 3: 1 : 1 (v/v/v) 
statt. Das Lésungsvermégen fiir Neutralfett bzw. fiir gréBere Hydroxam- 
siure-Quantitaéten ist hierin beschrainkt. Wir fanden mit dem folgen- 
den Gemisch einen gréBeren Bestimmungsbereich: Methanol: Diathyl- 
ather:Hydroxylamin in war. Natriumhydroxyd-Glykokoll- Puffer 
== 2:2:1 (v/v/v). 

Durch Verwendung dieses Milieus und Gebrauch von drei Kiivetten 
verschiedener Schichtdicke bekamen wir im Bereich von 1 bis 50 Fett- 
sdureester-Mikroaquivalenten den Konzentrationen direkt proportio- 
nale Extinktionen (Abb. 1). 

Die Reaktionsgeschwindigkeit ist allerdings in diesem Milieu 
etwas geringer als in den friiher beschriebenen Verfahren: das Reaktions- 
gleichgewicht wird erst nach 7 Stdn. erreicht (Abb. 2). Es liegt zugun- 
sten der Hydroxamsaure bei 80° der eingesetzten Ester-Aquivalente 
und entspricht damit annahernd einem Literaturwert von 85°28. Das 
Gleichgewicht ist mindestens 44 Stdn. bestiaindig (Abb. 2). Ein Zeit- 
verlust 1é8t sich bequem vermeiden, wenn man die Hydroxamsaure- 
bildung tiber Nacht stattfinden laBt. 


23 A.R. Thompson, Austral. J. sci. Res. Ser. A 3, 128 [1950]. 
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Abb. 1. Standard-Kurven verschiedener Fettsaureester. 

x—x—x Olséure-athylester, o——o— Stearinsiure-athylester, e------- e Laurinsaure- 
triglycerid. Extinktionen abziiglich des Leerwertes, umgerechnet auf Schichtdicke 
von | cm. 
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Abb. 2. Hydroxamsaurebildung in Abhangigkeit von der Reaktionszeit. 
Methanol - Diathylather- Natriumhydroxyd -Glykokoll- Puffer mit Hydroxylamin 
(2:2:1= v/v/v). Eingesetzt jeweils 20 y-Aquivalente Caprinsdure-athylester. 

Zimmertemperatur, Dunkelheit. 
Ordinate, links: Umsetzung zur Hydroxamsaure in °%, des Esters; rechts: Extinktion 
bei 0,5 em Schichtdicke, 
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Der optimale pu-Bereich fiir die Hydroxamsiurebildung 
ist nach Hestrin?® sehr breit, er liegt zwischen px 9,2 und 13,3. Auch 
wir fanden in relativ breitem Bereich optimale Bedingungen fiir die 
Hydroxamsaure-Bildung. Die waBrige natronalkalische Hydroxylamin- 
Lésung muB in einem relativ kleinen Volumen (1 ml) zum lipidhaltigen 
Gemisch organischer Lésungsmittel zugesetzt werden, Pipettierfehler 
sind somit nicht ganz vermeidbar. Infolge des breiten px-Optimums bei 
der Hydroxamsiure-Bildung sind sie hier ohne wesentlichen Einflu8; 
sie machen sich jedoch spater bei der Kolorimetrie der Hydroxamsiure- 
Kisen(III)-Komplexe um so unangenehmer bemerkbar. 


Tab. 1. Abhangigkeit der Hydroxamsaure-EHisen(III)-Komplex-Extinktion von der 
Saurekonzentration. 
Jeder Ansatz enthielt 1 mMol Hydroxylamin, 0,75 mMol NaOH und wurde zur 
Kolorimetrie mit verschiedenen HClO,-Quantitaten versetzt, 
sowie mit je 0,01 mMol HCl. Volumen total 10 ml. 
Kolorimetrie jeweils 20 Min. nach Zusatz des FeCl, gegen Kiivette mit 75-proz. 
Methanol bei 530 mu; Schichtdicke 1 cm. 





HC10O,-Zusatz in mMol 
































naa 363 | 145 | 1,38 | 1,31 | 1,16 
Extinktion 
5 y-Aquiv. Laurinsaure- 
athylester 2... . 0,363 | 0,526 | 0,533 | 0,522 | 0,509 
Sn vos 29" 0,020 | 0,056 | 0,057 | 0,062 | 0,057 
OOPS pian ewes | 0,343 | 0,470 | 0,476 | 0,460 | 0,452 


B. Kolorimetrie 


Die pu-Abhiaingigkeit der Hydroxamsaure-Eisen(IIJ)- 
Komplexe ist namlich viel stérker als die der Hydroxamsaure-Bil- 
dung!®. Tab. 1 zeigt, daB sich bei Variation der Saéurekonzentration die 
Extinktion der Leerwerte nicht proportional zu derjenigen der Komplexe 
andert und das Extinktionsmaximum (am Absorptionsmaximum von 
530 my) auf einen schmalen pq-Bereich beschrainkt ist. Eine stirkere 
Ansduerung fiihrt zu einer starken Verminderung der Extinktion, welche 
aber zeitlich relativ stabil ist. Eine Verminderung der Saure-Konzen- 
tration andererseits kann die Extinktion bis zu einem gewissen Grade 
vertiefen; diese héhere Extinktion blaBt jedoch relativ schnell ab. Wir 
wahlten daher eine Séiure-Konzentration, bei der die Extinktion relativ 
bestiindig ist: sie blaBt beim beschriebenen Arbeitsgang innerhalb einer 
Stunde um 5% ab. Im hier verwendeten Diathylather-Athanol-Gemisch 
war das von Hill®? zur Anséuerung und Bildung der Hydroxamsiure- 
Eisen(III)-Komplexe beschriebene Gemisch nicht brauchbar. Wie die 
meisten iibrigen Autoren fanden wir eine Fe!!-haltige Perchlorsaure- 
Lésung vollig befriedigend. 
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Zur Kompensation der oben erwihnten unvermeidlichen kleinen 
Pipettierfehler bzw. der wechselnden OH®°-Ionen-Konzentration des 
Ansatzes, setzten wir der Natronlauge Glykokoll zu und pufferten damit 
etwas sowohl im alkalischen Bereich der Hydroxamsiure-Bildung wie 
auch bei der Kolorimetrie der Eisen(III)-Komplexe im sauren Bereich 
ab. Wir folgen damit Weissmann und Meyer*, die Zuckerester und 
Lactone in einem Glykokoll-Natriumhydroxyd-Puffer besser zu Hy- 
droxamsaure umsetzen konnten. Die Extinktion des Leerwertes wird 
durch den Glykokollzusatz nicht verandert, die Differenz zwischen Paral- 
lelwerten aber auf héchstens + 3°, reduziert. AuBerdem werden die 
an verschiedenen Tagen angelegten Standardkurven praktisch identisch, 
wahrend sie ohne Glykokollzusatz sowohl beim oben beschriebenen Vor- 
gehen wie bei friiher beschriebenen Verfahren erheblich voneinander 
abweichen kénnen. 

In unserem bei der Kolorimetrie etwa 27 Vol.-°4, Wasser enthaltenden 
Milieu fanden wir mit der Glaselektrode ein px von 1,2, wenn in der oben 
empfohlenen Weise vorgegangen wurde. Das entspricht den optimalen 
Werten fiir waBrige Hydroxylamin-Eisen(II1)-Komplex-Lésungen?!°. 

Die Extinktion per Esteriquivalent liegt bei obigem Vor- 
gehen bei E539m, = 0,97 fiir 1 Mikroaiquivalent/ml/em Schichtdicke. Die 
Empfindlichkeit ist somit etwa derjenigen von Stern und Shapiro” 
gleichzusetzen und liegt zwischen den extremen Literaturwerten (E = 
0,625 und E = 1,05) unter gleichen Bedingungen. 

Ester verschiedener in tierischen Fetten zu erwartender 
aliphatischer Fettsauren (Olsiure-, Stearinsiure-, Laurinsdure-, 
Caprinsaure-athylester) wichen nicht mehr als + 3°/ voneinander ab. 
Entsprechend unwesentliche Abweichungen fanden sich auch zwischen 
dem Triglycerid und Athylester der Laurinsiure. Analysenreine Hy- 
droxamsauren (der Caprin-, Laurin- und Stearinsiure) wiesen unter ent- 
sprechenden Bedingungen eine Extinktion von 1,2 + 3%, per wAquiv./ml/ 
1 cm Schichtdicke auf. 

Als wichtigste Fehlerquelle erwiesen sich Aldehyde im Methanol 
und Peroxyde des Diathylathers (bzw. die Eisenkomplexe von Keto- und 
Aldoximen, die nicht nur den Leerwert stark erhéhen, sondern in 
niedrigen Konzentrationen auch das Beersche Gesetz ungiiltig und die 
Methode somit unbrauchbar machen kénnen. Die Verwendung speziell 
gereinigter Losungsmittel ist daher unerliBlich, ebenso aber auch die 
Verhiitung der Peroxyd- und Aldehyd-Neubildung (Licht!). 


Herrn H. Schéneck danken wir fiir eifrige und verstandnisvolle Mitarbeit. 
24 B. Weissmann u. K. Meyer, J. Amer. chem. Soc. 76, 1753 [1954]. 


25 H. Beinert, D. E. Green, P. Hele, H. Hift, R. W. von Korff u. C. V. 
Ramakrishnan, J. biol. Chemistry 203, 35 [1953]. 
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Fettsaureester in Blut- und Organfetten 





Zusammenfassung 


. Die Bestimmung von Fettsiureestern mittels Hydroxamsiure-Bil- 


dung in flissiger Phase bei Zimmertemperatur und die Kolorimetrie 
ihrer Eisen(III)-Komplexe la8t sich folgendermaBen verbessern : 


a) Erweiterung des Bestimmungsbereiches durch Anderung des 
Lésungsmittelgemisches — speziell fiir die Bestimmung in Organ- 
extrakten oder nach Fraktionierung von Lipidgemischen. 


b) Verbesserung der Reproduzierbarkeit durch Verwendung von 
Glykokoll-Puffern. 


c) Sorgfaltige Entfernung von Aldehyden, Peroxyden und dgl. aus 
den verwendeten organischen Lésungsmitteln als wichtigster 
Fehlerquelle. 


. Angabe einer Arbeitsvorschrift zur Bestimmung von 1—50 Mikro- 


aiquivalenten. Fehler: +- 3%. 


Summary 


An improved method is described for the estimation of fatty acid 


esters by the liquid phase formation of hydroxamic acids at room tem- 
perature followed by colorimetric determination of their ferric com- 
plexes. The range of the determination is extended by variation of the 
solvent mixture, this being of special significance for estimations in 
organ extracts or after fractionation of lipid mixtures. The reprodu- 
cibility is improved by the use of glycine buffers. Aldehydes, peroxides 
and similar substances which are the chief source of error are carefully 
removed from the organic solvents employed. A method is given for the 


estimation of 1—50 micro-equivalents and shows an error of +- 3 per cent. 
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Die Beziehung des fermentativen Fibrinabbaues 
zur Fibrinreifung 
Von 
P. Bierstedt 


Aus der Chirurgischen Klinik des Stadt. Krankenhauses im Friedrichshain, Berlin, 
Direktor: Prof. H. Klose und aus dem Pathologischen Institut, Direktor: Prof. E. Bahrmann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Marz 1956) 


Das Studium des fermentativen Fibrinabbaues muB einer wesent- 
lichen Besonderheit Rechnung tragen. Das Substrat entsteht in Gegen- 
wart seines Fermentes aus einer Vorstufe. Durch einen Polymerisations- 
vorgang entsteht tiber hochmolekulare Zwischenverbindungen mole- 
kulares und daraus netziges Fibrin. Abgeschlossen wird der progressive 
Teil der Gerinnung durch Ausbildung einer gewissen maximalen Ge- 
rinnsel-Elastizitat. 

Es erhebt sich die Frage, welches Stadium der Fibrinbildung das 
optimale Substrat fiir das Fibrinolysin bereithalt. Fir Mole? ist es das 
Fibrin allein, fir Miillertz? das Fibrinogen in gleichem MaBe wie das 
Fibrin und nach A pitz® wird auch das Profibrin abgebaut. v. Kaulla‘ 
vertritt die Ansicht der meisten modernen Untersucher, daB das Fi- 
brinogen zwar auch, aber in erheblich geringerem Umfang als das Fibrin 
durch das Fibrinolysin angegriffen wird. 

Durch Anwendung der Thrombelastographie nach Hartert® neben 
der quantitativen Fibrinbestimmung war es uns méglich, die Frage nach 
dem optimalen Substrat weiter zu prizisieren. Ausgangspunkt fiir die 
folgenden Untersuchungen war unsere friihere Beobachtung, daB Koa- 
gula, die schnell fibrinolytisch abgebaut werden, regelmaBig eine auf- 
fallend schlaffe Konsistenz zeigten. v. Kaulla hat die mangelhafte Aus- 
bildung der Elastizitaét eines Koagulums, das in Gegenwart eines hoch- 
aktiven fibrinolytischen Prinzips entsteht, bereits im ‘Thrombelasto- 
gramm festgestellt und 1953 veréffentlicht*. Er ist aber diesem Phano- 
men nicht weiter nachgegangen. 


I. Methodik und Material 


a) Der Gerinnungsablauf wurde mit dem Thrombelastographen nach Hartert 
verfolgt. 

Die gerinnungsfahige Fliissigkeit wird in eine Kiivette gebracht, die aus 
V,A-Stahl besteht und auf Hochglanz poliert ist. In die Fliissigkeit taucht ein 


1 R. Mole, J. Pathol. Bacteriol. 60, 413 [1948]. 

2 St. Miillertz, Acta physiol. scand. 28, H. 1 [1953]. 

3 K. Apitz, Ergebn. inn. Med. 61, 54 [1942]. 

4 K.N.v. Kaulla, Die Medizinische 51, 1651 [1953]. 

5 H. Hartert, Z. ges. exp. Med. 117, 189 [1951]; Klin. Wschr. 82, 139 [1954]. 
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ebensolcher Stift ein. Die Kiivette fiihrt eine periodische Drehbewegung um ihre 
Langsachse aus. Wenn sich die ersten Fibrinfaden von der Innenflache der Kiivette 
zu dem eingetauchten Stift spannen, wird dieser mitbewegt und iibertragt diese 
Bewegung auf eine Skala. Gleichzeitig wird dieser Vorgang auf Photopapier 
registriert. 


Je 
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Nach Hartert wird mit dem Thrombelastographen fortlaufend die Scher- 


elastizitat eines Fibringerinnsels wahrend seiner Bildung gemessen. An der elasti- 
schen Verfestigung des Fibrinnetzes sind die Thrombocyten, Calcium und ein 
Serumfaktor beteiligt. Fir die Ausbildung einer normalen Gerinnsel-Elastizitat 
miissen diese 3 Faktoren in einer Mindestmenge vorhanden sein. 


Ausgewertet wurden: 
Die Reaktionszeit r ist die Zeit, die von der Gerinnungsauslésung an bis zum 
Ausschlag 1 vergeht. 
Wegen der auBerst niedrigen Elastizitaten, mit denen wir es zu tun haben, 
haben wir den ersten wahrnehmbaren Ausschlag gewertet. 


. Die Verfestigungszeit t e max ist die Zeit, die vom Ausschlag 1 bis zum maximalen 


Ausschlag vergeht. 
Sie beginnt bei uns mit dem ersten wahrnehmbaren Ausschlag. 


. Die Fibrinolysezeit ¢ F ist die Zeit, die von der Gerinnungsauslésung an bis 


zum Ausschlag 0 vergeht. 


. Die Fibrinzerfallszeit tFz ist die Zeit, die vom maximalen Ausschlag an bis 


zum Ausschlag 0 vergeht. 


. Die maximale Gerinnselelastizitat ¢ max. 


Die Proben enthielten 0,1 com Normalplasma, 
0,2 com Leichenserum (oder sonstige Fliissigkeiten wie 
physiol. NaC]-Lésung und Normalserum) und 
0,06 ccm CaCl,. 
b) Die quantitativen Fibrinbestimmungen wurden in den auf Hochglanz 


” polierten V,A-Stahlkiivetten des Thrombelastographen angesetzt, das ausgepreBte 


Fibrin photometrisch auf Grund der Xanthoprotein-Reaktion bestimmt ®. 


c) Als Material diente 
Normalplasma, 9 Tle. Blut + 1 TI. 3,8-proz. Natriumcitrat, 10 Min. bei 
2500 Touren zentrifugiert (NP), 
0,85-proz. Kochsalzlésung, 
0,7-proz. CaCl,-Lisung, 
Leichenserum (Blut aus der V. femoralis, 10 Min. bei 2500 Touren zentri- 
fugiert) (LS). 
Als Quelle fibrinolytischer Aktivitat diente Leichenblut. Fiir die Fragestellung 


der Beziehungen zwischen fibrinolytischer Aktivitat und den Gerinnungsvorgangen 
wurde nicht dasselbe Blut eines Individuums untersucht, sondern eine Auswertung 


i von zahlreichen verschiedenen Blutsorten vorgenommen. Leitgedanke war dabei, 


daB durch das Arbeiten mit Verdiinnungsreihen ein und desselben Blutes nicht nur 
das fibrinolytische Prinzip, sondern gleichzeitig auch die Gerinnungsfaktoren ent- 
sprechend verdiinnt werden. Bei Verwendung von Blut verschiedener Leichen kann 
man fast mit Sicherheit annehmen, daB deren Zusammensetzung an koagulo- 


. plastischen und koagulolytischen Substanzen unproportioniert ist. Unter diesen 
" Umstanden darf man zutage tretende GesetzmaBigkeiten wohl ohne Bedenken auf 
‘ die Tatigkeit des Fibrinolyse-Fermentes beziehen, wihrend umgekehrt eine fehlende 








sichtbare Beziehung noch nicht absolut gegen das Vorliegen einer solchen spricht. 
Dagegen wird man bei der Verdiinnungsmethode mit Vorbehalten an die Aus- 
wertung gehen miissen, solange man mit Gemischen verschiedener Wirkstoffe 
arbeitet. 


6 P. Bierstedt, Z. arztl. Fortbild. 46, 616 [1952]; Schriftenreihe d. Z. ges. 
Inn. Med. u. Grenzgebiete, H. 4 [1955]; Dissertat. Berlin 1951. 
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II. Versuchsergebnisse 



































I. Die Fibrinolyse in Abhangigkeit von der Fibringerinnung. 


In 16 Fallen wurde parallel zur Thrombelastographie eine quanti- 
tative Fibrinbestimmung durchgefiihrt (Tab. 1, Abb. 1). 


Tab. 1. Gerinnungs- und Fibrinolyseverlauf, dargestellt an fortlaufenden quanti- 
tativen Fibrinbestimmungen, parallel zum Thrombelastogramm (TEG). 


Angegeben sind Reaktionszeit (r), Verfestigungszeit (¢ ¢« max) in Min. und maximale 

Elastizitat vom Kontroll-TEG und bei Zusatz von LS, ferner die Fibrinzerfallszeit 

(t¥z) in Minuten. Die beiden letzten Spalten enthalten die Extinktion der Fibrin- 

werte, die zu den angegebenen Zeiten, ausgehend vom Gerinnungsbeginn, ge- 

messen wurden. 3 Beispiele von 16 Versuchsserien mit LS, Nr. 3 u. 88 bei fibrinolyt. 
akt. LS, Nr.74 bei inakt. LS. 














Nr. r t e max e€ max t Fz n. Min. | Extinktion 
3 NP 9,4’ 23,0’ 9,5 25 0,53 
LS aa” 8,0’ 5,0 10,0’ 7 0,55 
. 8 0,55 
9 0,22 
. 10 0 
88 NP 3,4’ 41,8’ , 10,5 4 0,33 
5 0,36 
10 0,37 
15 0.45 
20 0,40 
: 42 0,38 
LS 0,8’ 8,1’ 1,0 28,4’ 1 0 
4 0.50 
3 0,44 
4 0,45 
6 0,48 
8 0,48 
15 0 
74 NP 4,1’ 27,9’ 18,5 5 0,48 
7 0,36 
12 0,50 
16 0,53 
F 22 0,43 
28 0,48 
LS 1,3’ $3:0’ 18,5 inaktiv 2 0,17 
3 0,51 
5 0,50 
10 0,46 
15 0,49 
20 0,50 
25 0,50 
29 0,50 
0,50 
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Abb. 1. Der Gerinnungs- und Fibrinolyse- 
































verlauf, dargestellt an fortlaufenden quanti- 05f7= = 

tativen Fibrinbestimmungen (gestrichelte | H aC 
Kurve), parallel zum Thrombelastogramm + £47—1 — 
(ausgezogene Kurve). Nach 16 Versuchs- 034 |} \ 
serien schematisiert.. Die Kurven zeigen, daB 02 ' ‘ 
das Fibrin weder in statu nascendi noch i \ 
unmittelbar nach seiner Bildung, sondern Of; ' zs 
erst nach Ablauf einer gewissen ,,Reifungs- _ —— . 
periode‘‘ abgebaut wird. Diese Reifungs- 5 10 az om 


periode ist durch Ausbildung einer zuneh- 
menden Elastizitat charakterisiert. 


Ergebnis: 

Wenige Minuten nach Beendigung der Reaktionszeit, langere Zeit 
vor Ausbildung der maximalen Gerinnsel-Elastizitaét, gerinnt praktisch 
das gesamte primar vorhandene Fibrinogen. Dies geschieht unabhangig 
von der Starke, mit der die Elastizitat des Gerinnsels gegeniiber der 
fibrinolytisch inaktiven Kontrolle gesenkt wird. Der fermentative Fibrin- 
abbau setzt erst dann ein, wenn das Koagulum seine maximale Elasti- 
zitat erreicht hat. Der Beginn des Fibrinabbaues ist durch das Ende der 
Verfestigungszeit festgelegt. 


II. Reaktionszeit, Verfestigungszeit und Gerinnsel-Elastizitat in 
ihrer Abhangigkeit von der Starke der fibrinolytischen Aktivitat. 

Es wurden von 74 Leichenseren Gerinnungs- und Fibrinolyseablauf 
thrombelastographisch registriert. 

Ergebnis (s. Tab. 2, Abb. 2). 


Tab. 2. Reaktionszeit (r), Fibrinzerfallszeit (Fz), Verfestigungszeit (t ¢ max) und 
max. Gerinnselelastizitat in Abhangigkeit von der fibrinolytischen Aktivitat. 
Quelle der fibrinolytischen Aktivitat: Leichenblut. 

Die 7. Zeile enthalt die Reaktionszeit, Verfestigungszeit und max. Elastizitat bei 
Verwendung von Normalserum (NS). 





—_— Aktivitits- aon po Reaktionszeit Verfestigungszeit | max. Elastizitat 
Fille NP+LS|INP+LS| NP NP+LS| NP NP+LS| NP NP+LS 





| 0-10’ | %2”.| 35’ | 50° 21'| 27,0 3,6" | 16,5 1,5 

(1,83)} (1,24) | (1,45) (1,02) | (5,9) (1,32) | (3,22) (1,61) 
14 | 120° | 261 | 64 | 50° 82,5 [270° = 7,2’_ | 14,3 2,3 

(2,42)| (1,53) | (2,22) (1,08) (4,61) (2,27) | (3,08) (1,44) 
10 | 2140’ | 26:3 | 125° | 4,77 2,0" | 27,1’ 12,9" | 17,4 4,4 

(2,90)} (4,16) | (1,46) (0,79)| (6,62) (3,14) (3,34) (1,63) 
14. | 4180 | 495 | 25,5’ | 4,8 1,9" | 27,3 23,0" | 15,3 5,4 

(8,88)} (7,10) | (1,35) (0,72)| (4,90) (6,94) | (4,96) (3,74) 
4 | g1—160’|117,0" | 75,0" | 5,2’ 1,1’ | 29,8 41,5’ | 20,0 10,5 
(17,5) |(19,2) | (1,38) (0,54) } (7,06) (7,60)| (4,12) (2,70) 
ay 4,7" 1,6’ | 26,0’ 52,0 | 17,0 12,5 
21 aktiy | — — | (1,82) (0,73)| (4,02) (20,9) | (3,89) (4,55) 
pies 6,8’ 3,6’ | 25,8’ 23,4 |140 11,5 
14 ey _ — | (2,27) (1,70)| (6,76) (6,61)| (4,18) (4,11) 
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a) Zwischen der Starke der fibrinolytischen Aktivitaét und Ver- 
kiirzung der Reaktionszeit besteht kein erkennbarer Zusammenhang. 

b) Es besteht eine Beziehung zwischen fibrinolytischer Aktivitat 
und Verfestigungszeit, ferner zur Gerinnsel-Elastizitat und Fibrinzer- 
fallszeit. 

Mit zunehmender fibrinolytischer Aktivitaét verkiirzen sich Ver- 
festigungs- und Fibrinzerfallszeit, sinkt die Gerinnsel-Elastizitét, und 
es wird deren Ausbildung gehemmt. 


III. Kontrollversuche mit Normalserum (Material von 
Lebenden, etwa 24 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt). 





























~ \ 
a NY Abb. 2. Verfestigungszeit (v), maximale 
\ Elastizitat (e) und Fibrinzerfallszeit (FZ) 
60 . in Abhangigkeit von der fibrinolytischen 
\ LM Aktivitat 
40 Re AL Aus der Darstellung geht hervor, daB sich 
\ i die Verfestigungszeit und die Fibrinzerfalls- 
» me zeit mit steigender fibrinolytischer Aktivi- 
. naa gee tat verkirzt, die maximale Gerinnsel- 
Elastizitat vermindert. 





inakt. 160-61 80-41 40-21 20-11 10-0 


Untersucht wurden 14 Normalseren. 

Ergebnis (s. Tab. 1) 

a) Die Reaktionszeit wird etwa in der gleichen ry e1se verkiirzt wie 
durch fibrinolytisch aktives Leichenserum. 

b) Die Verfestigungszeit bleibt praktisch nnciiaiiues, sie wird 
teils verkirzt, teils verlingert, teils bleibt sie gleich, im Durchschnitt 
zeigt sich eine unwesentliche Verkiirzung. 

c) Die Elastizitat wird maBig vermindert. 

d) Eine fibrinolytische Aktivitat wird vermibt. 


Besprechung der Ergebnisse 


Bei unseren Versuchen war das fibrinspaltende Ferment bereits vor 
der Gerinnungsauslésung und wihrend des Gerinnungsablaufs zugegen. 
Wir konnten beweisen, da8 das Fibrinolysin nicht das ganz frisch ent- 
standene Fibrin angreift. Eine meSbare Fibrinolyse setzt erst dann ein, 
wenn das quantitativ schon vollstandige Fibrin eine gewisse Elastizitat 
entwickelt hat (Abb. 1). Im Thrombelastogramm entspricht die Zeit, in 
der das Fibrin keinen Substanzverlust erleidet, der sogenannten Ver- 
festigungszeit und der eigentliche fermentative Fibrinabbau der Fibrin- 
zerfallszeit. Diese GréBen wurden zur fibrinolytischen Aktivitét in Be- 
ziehung gesetzt. Die fibrinolytische Aktivitat, ausgedriickt als sog. Fi- 
brinolysezeit, entspricht der Zeit, die vom Beginn der Gerinnungsaus- 
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lésung bis zum vollstandigen Verschwinden des gebildeten Fibringerinn- 
sels verstreicht. Es zeigt sich, daB mit steigender fibrinolytischer Aktivi- 
tit sowol'| die Fibrinzerfallszeit als auch die Verfestigungszeit eine zu- 
nehmende Verkiirzung erfahrt (Abb. 2). Demnach wird die Verkiirzung 
der Fibrinolysezeit auf zwei grundsatzlich verschiedenen Wegen erzielt: 


1. durch beschleunigten Abbau des Substrats und 

2. durch Vorverlegung des Angriffs auf das Substrat. 

Die maximal erzeugte Gerinnsel-Elastizitat nimmt mit steigender 
fibrinolytischer Aktivitét ab. Bemerkenswert an diesen Ergebnissen ist 
die Tatsache, daB die Verkiirzung der Verfestigungszeit einem Grenz- 
wert zustrebt, wodurch eine Fibrinolyse in statu nascendi des Fibrins 
verhindert wird. 

Das optimale Substrat fiir das Fibrinolysin ist demnach die quanti- 
tativ und qualitativ voll ausgebildete Fibrinfaser. Das primire Substrat 
wird durch einen ReifungsprozeB, der in der Ausbildung einer gewissen 
Gerinnsel-Elastizitat besteht, fermentspezifisch. 

Je starker die Fermentaktivitaét, um so unreifer darf das Substrat 
sein, aber auch starkste Fermentaktivitaten lassen das Substrat erst 
einmal entstehen. Man k6énnte diesen ReifungsprozeB als die fibrino- 
lysin-refraktiire Phase des Fibrins bezeichnen. Es wire die Frage auf- 
zuwerfen, ob auch andere Substrate, die in Gegenwart ihres spaltenden 
Fermentes entstehen, eine solche ferment-refraktire Phase aufweisen. 
Unter solchen Bedingungen ist einer in Synthese begriffenen Substanz 
die quantitativ vollstaéndige Ausbildung und ebenso eine gewisse Lebens- 
dauer garantiert, deren Lange von der Fermentaktivitat abhinge. 

Unsere Vers\\siisergebnisse schlieBen allerdings nicht aus, daB es 
unter intravasalen intravitalen oder auch postmortalen Verhiltnissen 
nicht doch einen Abbau ,,unreifer Substrate“ gibt, vor allem dann, wenn 
aktives Ferment geniigend Zeit zur Einwirkung auf die Vor- und Zwi- 
schenstufen des Fibrins hat. 


Die Durchfithrung dieser Arbeit wurde durch einen staatlichen Forschungs- 
auftrag erméglicht. Die technischen Arbeiten fiihrten aus: Frau I. Enke, Fri. H. 
Rauschenbach, Fri. Ch. Agt, Fri. B. Starrach. 


Zusammenfassung 


Das optimale Substrat fiir das Fibrinolysin ist das sowohl quanti- 
tativ als auch qualitativ voll ausgebildete Fibrin. 

Durch die Gerinnung erlangt das unreife Substrat Fibrinogen eine 
optimale Fermentspezifitaét, wenn es nach Uberfihrung in netziges Fibrin 
eine gewisse Elastizitaét erlangt hat. Zwischen diesen beiden letzteren 
Gerinnungspunkten liegt eine fermentrefraktaére Phase. Sie verhindert 
in vitro eine Fibrinolyse in statu nascendi des Fibrins. Auf die mégliche 
physiologische Bedeutung dieser Tatsache wird hingewiesen. Die Be- 
schleunigung des Fibrinabbaues und die zunehmende Vorverlegung des 
Fermentangriffs auf das Fibrin sind die beiden Wege, auf denen durch 
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zunehmende Fermentaktivitat eine Beschleunigung des gesamten Fibri- 
nolysevorganges erzielt werden kann. Das Fibrinolysin beeinfluBt die 
Fibrinstruktur, es kommt zu einer Verminderung der maximalen Ge- 
rinnsel-Elastizitaét. Mit steigender fibrinolytischer Aktivitat erfolgt ent- 
sprechendes Absinken der Elastizitat. Diese Verminderung der Gerinn- 
sel-Elastizitat wird nicht durch eine Verminderung der Fibrinbildung, 
sondern durch eine Veranderung der Fibrinstruktur erzeugt. 


Summary 


The optimum substrate for fibrinolysin is a fibrin which is fully 
matured both in the qualitative and quantitative sense. As a result of 
the clotting the immature substrate fibrinogen attains an optimum 
enzyme specificity when it has acquired a certain degree of elasticity after 
conversion into the fibrin network. Between the two clotting points the 
substrate passes through a non-receptive phase which in vitro prevents 
fibrinolysis of the fibrin in statu nascendi. Attention is directed to the 
possible physiological significance of this fact. The acceleration of the 
fibrin degradation and the progressive advancement of the enzymatic 
attack on the fibrin are the two paths along which the total fibrinolysis 
process can be accelerated by increasing enzyme activity. Fibrinolysin 
influences the*fibrin structure which results in a reduction of the maxi- 
mum elasticity of the clot. The increase in fibrinolytic activity is accom- 
panied by a corresponding reduction in the elasticity. This reduction in 
the elasticity of the clot is caused by a change in the fibrin structure and 
not by a reduction of the fibrin formation. 
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Notiz iiber die Isolierung des L(+-)-Arginin-acetats 
aus Gelatinehydrolysat 
Von 
Siegfried Frank 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Freiburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mirz 1956) 


Fiir die Isolierung des Arginins aus EiweiBhydrolysaten ist die Methode der 
Wahl das alte Verfahren von Kossel und Gross'. Da das bisher noch nicht be- 
schriebene Arginin-acetat sehr gut kristallisiert, eignet es sich ebenfalls vorziiglich 
zur praparativen Darstellung. Nach unseren Beobachtungen enthalt unser Arbeits- 
gang wesentliche Vereinfachungen des alten Verfahrens. 

Ein schwerlésliches Flavianat bildet bekanntlich auch das in der Gelatine 
mit 0,7— 1% vorhandene Histidin. Wir kontrollierten die Filtrate papierchromato- 
graphisch auf den Verbleib des Histidins und kénnen die Angabe von Niendorf? 
bestatigen, wonach es durch Behandeln mit Tierkohle zerstért wird. 


Arbeitsgang 

200 g Gelatine werden mit 400 g konz. Schwefelsiure (d 1,84) und 800 ccm 
Wasser versetzt und im Autoklaven bei 120° bis zum Negativwerden der Biuret- 
probe hydrolysiert. Das Hydrolysat wird mit 30 g Tierkohle (carbo activ. puriss. 
Merck, Nr. 2184) versetzt, aufgekocht und durch eine Fritte G4 abgesaugt. Das 
wasserhelle Filtrat versetzt man mit einer gesaittigten Losung von 60 g Flavian- 
saure in Wasser. Nach 24 Stdn. wird der Niederschlag abgesaugt und mit Eis- 
wasser gewaschen, nachdem auf Vollstandigkeit der Fallung durch Zusatz von 
etwas Flaviansaurelésung gepriift wurde. Nach Trocknen iiber Schwefelsiure im 
Exsiccator erhielten wir 69 g Arginin-flavianat. Die Substanz wird mit Barium- 
carbonat gemischt und verrieben, mit 11 Wasser aufgekocht und tropfenweise 
mit der berechneten Menge Eisessig versetzt (auf 1 Mol. Arginin-flavianat kommen 
1 Mol. Bariumecarbonat und 3 Moll. Essigsiure). Man 1a8t 45 Min. kochen und 
saugt vom Bariumflavianat ab, das noch 3mal mit heiBem Wasser gewaschen wird. 
Man kocht die vereinigten Filtrate kurz mit Kohle auf und beseitigt nach Filtration 
das restliche Barium mit Schwefelsiure. Es wird im Vak. eingeengt; aus dem 
Sirup kristallisiert im Exsiccator tiber NaOH das Arginin-acetat aus. Die Roh- 
ausbeute von 17,15 g entsprach auf Grund der Kjeldahl-Analyse 11,6 g Arginin. 
Durch Umkristallisieren aus Alkohol-Wasser und Restfallung mit Ather erhielten 
wir 12,55g Arginin-monoacetat, die 9,332 g Argininbase entsprechen. Die 
Ausbeute an reiner Substanz betrigt somit 80,595 bei einem angenommenen 
Arginingehalt der Gelatine® von 5,8%. Nach Trocknen bei Zimmertemperatur im 
Vak. iiber P,O, ist es frei von Kristallwasser. 

C,H, ,0O.N,°C,H,O, (234,3) Ber. C 41,01 H 7,75 N 23,92 
Gef. C 41,18 H 7,92 N 23,96 

Arginin-monoacetat kristallisiert in Prismen vom Schmp. 205° (nach Kofler), 

im Réhrchen sintert es bei 206° und zersetzt sich unter Schwarzfarbung bei 


218°, [x] liegt mit +11,30° zwischen dem Hydrochlorid mit +10,7° und der 
Argininbase mit + 12,6° (Wasser, c = 1,0). Es zeigt im Papierchromatogramm 
den gleichen Ry-Wert wie Arginin-hydrochlorid ,,Roche“. 

1 A, Kossel u. R. E. Gross, diese Z. 185, 167 [1924]. 


2 F. Niendorf, diese Z. 259, 194 [1939]. 
3 A, A, Albanese, diese Z. 134, 467 [1940]. 
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Uber den 
papierchromatographischen Nachweis von Homocystein 
neben verwandten schwefelhaltigen Aminosiéuren 
Von 
Erich Strack, Wolfgang Friedel und Kurt Hambseh 

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Karl-Marx-Universitit, Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1956) 


Soll bei Methylierungsstudien Homocystein eingesetzt werden, so 
stéren bei den Untersuchungen einmal sekundire Umsetzungsprodukte 
im Gewebeansatz!, weit mehr aber noch die Tatsache, daB ,,reines‘ 
Homocystein meist stark verunreinigt ist. Uns gelieferte Produkte ent- 
hielten zuweilen iiberhaupt kein Homocystein. Diese Aminosiure neben 
aihnlichen schwefelhaltigen wie Methionin, Homocystin, Cystin und 
Cystein quantitativ zu bestimmen ist schwierig. Qualitativ erzeugt 
Homocystein mit Natriumnitroprussid im alkalischen Milieu eine tiefrote, 
kurzlebige Firbung. Auch Cystein reagiert stark positiv, wihrend Homo- 
cystin, Cystin und Methionin diese Probe nicht geben. 

Papierchromatographisch ist Homocystein zwar zu erkennen, aber 
sekundire Umwandlungsprodukte tiaiuschen weitere Inhaltsstoffe vor. 
So berichten Pasieka und Morgan®, da neben Homocystin und 
Homocystein-Thiolacton auch ein Homocysteinfleck sichtbar wird, 
wenn sie auf Whatman Nr. 1 und Schleicher & Schiill-Papier Nr. 597 
mit Butanol-Essigséure-Wasser wandern lieBen. Sie fairbten Homo- 
cystein spezifisch mit Ninhydrin-Quecksilbernitrat an. 

Nach unseren mehrjahrigen Erfahrungen ist freies Homocystein 
papierchromatographisch nur dann gut zu bestimmen, wenn man die 
labile SH-Gruppe schon vor Beginn der Wanderung schiitzt. Dent? ver- 
suchte, Homocystein in Gestalt der Homocysteinsiure zu bestimmen, 
Smith und Tuller* mit ebenfalls zweidimensionaler Technik, indem 
sie die freie SH-Gruppe mit N-Athylmaleinimid umsetzten. Wir stabili- 
sierten die SH-Gruppe mit Formaldehyd. Das Kondensationsprodukt 
ergab nicht nur papierchromatographisch einen wohlumgrenzten Fleck, 
sondern lieB sich auch kolorimetrisch bestimmen, woriiber wir anderen 
Orts ausfiihrlicher berichten werden. 


1 E. Strack u. W. Friedel, diese Z. 304, 82 [1956]. 

2 A. E. Pasieka u. J. F. Morgan, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
18, 236 [1955]. 
® ©. E. Dent, Biochem. J. 41, 240 [1947]. 
4 E.L. Smith u. E. F. Tuller, Arch. Biochem. Biophysics 54, 114 [1955]. 
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Methodik 


Die zu untersuchenden Stoffe wurden wie iiblich einzeln oder zusammen in 
Konzentrationen von 10—30 y auf dem Startpunkt aufgetragen und nach dem 
Kintrocknen in Standzylindern aufsteigend chromatographiert. Infolge der Schwer- 
léslichkeit in Wasser wurden Homocystin und Cystin als Hydrochloride verwendet. 
Nach 6—8stdg. Wanderung wurden die Papierstreifen getrocknet und mit 0,2°%, 
Ninhydrin in Butanol-2-n. Essigséure (95:5) bespriiht. Dann wurden die Streifen 
entweder im Trockenschrank bei 110° erhitzt, oder sie blieben bis zum Deutlich- 
werden der Flecke bei Zimmertemperatur liegen. 

Die verwendeten Lésungsmittel waren kaufliche ,,analysenreine‘‘ Substanzen, 
die wir meist weiter reinigen muBten. 

Als Papier verwendeten wir Wf 1 der Fa. GeBrrer & Kreuzig, Niederschlag 
(Erzgebirge). 

Die Homocysteinpraparate waren von verschiedenen in- und auslandischen 
Firmen teils gekauft, teils uns dankenswerterweise als besonders rein iiberlassen 
worden. pt-Homocystin stellten wir auch selbst nach Butz und Du Vigneaud? her. 


Ergebnisse 


Von insgesamt zehn gepriiften Lésungsmittelkombinationen er- 
wiesen sich die in Tab. 1 angegebenen fiir unsere Zwecke am giinstigsten. 


Tab. 1. Rp-Werte schwefelhaltiger Aminosaduren in verschiedenen 
F . 
Lésungsmittelsvstemen. 












































Butanol (40) 3utanol (77) Methanol (90) 
Substanz Kisessig (10) Ameisensaure (10) | Ammoniak konz. (2) 
Wasser (10) Wasser (13) Wasser (8) 
Methionin 0,72 0,61 0,58 
unterschiedl. Flek- 0,18 ausgezogener Start- 
Homocystein ken und Fahnen bis mit Fahne bis fleck bis 
0,35 0,30 0,35 
a oie. ee , ausgezogener Start- 
Homocystin wie Homocystein 0,19 fleck bis 0,15 
Cystei 0,10 0,05 ausgezogener Start- 
ye mit Fahne bis 0,20 | mit Fahne bis 0,20 fleck bis 0,15 
‘ wie Cystein mit et- | : Ks 
‘ys . ),05 +ht ge 
Cystin one tmesing Hltnis l 0,05 nicht gepriift 





Nach Tab. | gibt Methionin in den drei Lésungsmitteln gutdefinierte 
Ry-Werte, die iibrigen schwefelhaltigen Stoffe zeigen keine ausgepragten 
Flecken. Lediglich Butanol-Ameisensiure-Wasser lie& einen Ry-Wert 
fiir Homocystin bei 0,19 und einen fiir Cystin bei 0,05 annahernd sicher 
festlegen. Die zum Teil lang ausgezogenen Fahnen der Sulfhydryl- 
verbindungen diirften in ihrer allmahlichen Oxydation zu den Disulfid- 
verbindungen begriindet sein. Das Lésungsmittelgemisch Butanol- 
Eisessig-Wasser lieB selbst in relativ kurzer Zeit einen typischen Ester- 


8 L, Butzu.V. Du Vigneaud, J. biol. Chemistry 99, 135 [1932—33]. 
12* 








E. Strack, W. Friedel und K. Hambsch, Bd. 305 (1956) 


168 



























geruch entstehen. Vielleicht waren auch Teile der wandernden Amino- 
siuren mit verestert. Wir verwendeten deshalb vorwiegend das Lésungs- 
mittelgemisch Butanol (77)-Ameisenséure (10)-Wasser (13). Aber auch 
damit konnte zunachst ein definierter Ry-Wert fiir Homocystein und 
Cystein nicht erhalten werden, obwohl die SH-Gruppe in saurer Loésung 
relativ oxydationsbestandig ist. Man kann daher den Gehalt an Homo- 
cystein nur mit groBer Reserve qualitativ ansagen. 

Homocystein und Formaldehyd bzw. Cystein und Formaldehyd 
reagieren miteinander. Schon nach 30 Min. bei pu 5 haben beide Stoffe 
optimal reagiert. Die entstandene Verbindung ist nach 24stdg. Stehen- 
lassen bei 40° noch unverandert. Die empfindliche Rotfirbung auf 
freie SH-Gruppen mit dem Nitroprussid-Natrium-Test ist nicht mehr 
zu erzielen. Spektrophotometrisch gibt das Kondensationsprodukt aus 
Homocystein und Formaldehyd Absorptionen bei 430 und 490 my, die 
auch noch bei 510 mu (Methioninbestimmung) kraftig ist, wenn es nach 
der McCarthy-Sullivanschen Reaktion® sofort bestimmt wird. — 
Fiir die papierchromatographischen Studien lieBen wir Homocystein 
bzw. Cystein mit tiberschiissigem Formaldehyd 24 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur stehen. Von dieser Lésung erhielten wir auf Wf 1-Papier 
folgende Ry-Werte der Kondensationsprodukte (Tab. 2): 


Tab. 2. Ry-Werte der Kondensationsprodukte von Homocystein und Cystein mit 
Formaldehyd. 
































Butanol (40) Butanol (77) Methanol (90) 
Substanz Kisessig (10) Ameisensaure (10) | Ammoniak konz. (2) 
Wasser (10) Wasser (13) Wasser (8) 
Homocystein +- 
Formaldehyd. . 0,53 0,43 0,62 
Cvstein + 
Formaldehyd. . 0,48 0,34 0,60 











Methionin, Homocystin und Cystin ergaben unter unseren Bedin- 
gungen mit Formaldehyd keine Reaktionsprodukte, die Ry-Werte auf- 
wiesen, die von den reinen Stoffen abwichen. Formaldehyd allein zeigte 
mit Ninhydrin keine Reaktion. 

Neben den in der Tab. 2 mitgeteilten Ry-Werten waren auch bei 
den besten von uns gepriften Homocystein- und Cysteinpraparaten 
geringe Fleckenbildungen im Bereiche der Homocystin- und Cystin-R,y- 
Werte nachweisbar. Wahrscheinlich ist das so nachgewiesene Homo- 
cystin und Cystin Bestandteil der Sulfhydrylpraparate gewesen, und sie 
sind nicht in dem gefundenen Umfange als Nebenprodukte bei der 
Reaktion mit Formaldehyd entstanden. Ein uns von der Firma Hoff- 
mann-La Roche dankenswerterweise gestiftetes Homocysteinpraparat 
zeigte die geringste Fleckenbildung fiir Homocystin. Andererseits ist 
nicht véllig auszuschlieBen, daB bei der Reaktion von Homocystein mit 


67. E. McCarthy u. M. X. Sullivan, J. biol. Chemistry 141, 871 [1941]. 
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Formaldehyd ein uneinheitliches Reaktionsprodukt entsteht. Immerhin 
kann gesagt werden, daB den vielfach variierten papierchromatogra- 
phischen Versuchen nach der gréBte Teil des entstandenen Produktes 
aus Homocystein und Formaldehyd im Verhialtnis 1:1 einheitlich ist. 

Mischchromatogramme mit Methionin, Homocystin, Cystin sowie 
den Reaktionsprodukten von Homocystein und Formaldehyd und 
Cystein und Formaldehyd ergaben einwandfreie Trennung und die in 
den Tabb. 1 und 2 festgelegten Ry-Werte. Die Trennung dieser Stoffe ist 
somit gelungen. (In den Mischungen sind die Ry-Werte gegeniiber denen 
der reinen Stoffe allein zuweilen geringgradig verschoben.) — Das alka- 
lische Lésungsmittel war gegeniiber dem sauren fiir die Auftrennung 
weniger geeignet, weil die Ry- Werte fiir Methionin, Homocystein-Formal- 
dehyd und Cystein-Formaldehyd dicht beieinander liegen. AuBerdem 
lassen die Fahnenbildungen mit Homocystin an eine tiefergreifende 
Zerstérung des Homocystin-Molekiils in diesem Milieu denken. — Inter- 
essanterweise ergaben Methionin und die Kondensationsprodukte von 
Homocystein und Cystein mit Formaldehyd mit Ninhydrin auch eine 
unterschiedliche Farbung, die zur Erkennung herangezogen werden kann. 
Besonders wenn die Streifen nach Bespriihung mit Ninhydrin schnell im 
Brutschrank getrocknet werden, tritt der fiir Aminosaéuren allgemein 
charakteristische blauviolette Farbton zunaichst nur bei Methionin auf, 
wahrend der Fleck des Kondensationsproduktes aus Homocystein und 
Formaldehyd zunichst grau, der aus Cystein und Formaldehyd gelblich 
erscheinen. Nach mehrtagigem Liegen wandeln sich diese Farben all- 
mahlich in blauviolett um. Erhitzt man nicht, so zeigen sich bei allmah- 
licher Farbbildung zwischenfarbige Flecke mit blauviolettem Farbton. 


Zusammenfassung 


Homocystein, Cystein, Homocystin und Cystin sowie Methionin 
werden papierchromatographisch getrennt. Die beiden Sulfhydryl- 
verbindungen werden mit Formaldehyd kondensiert und _ stabilisiert. 
Butanol, Ameisensiure, Wasser (77:10:13) ist ein giinstiges Lésungs- 
mittel und ergibt gut umgrenzte Fleckenbildung und charakteristische 
Ry-Werte. 


Summary 


Homocysteine, cysteine, homocystine, cystine and methionine have 
been separated by means of paper chromatography. The two sulphydryl 
compounds were condensed with formaldehyde and stabilized. A mixture 
of butanol, formic acid and water in the proportions 77:10:13 is a 
suitable solvent and yields clearly defined spots and characteristic 
Ry values. 
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Zusammensetzung der Lipide von Taenia saginata 
Von 
S. Gmelik und Z. Baril 
Aus dem Centralen Hygienischen Institut, Zagreb, Jugoslavien 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. April 1956) 


Uber die Lipide der verschiedenen endoparasitischen Cestoden ist 
noch wenig bekannt. Da es sich um fakultative Anaerobier handelt, 
miissen sich ihre spezifischen Lebensbedingungen auch in ihrer Fett- 
synthese spiegeln. Dies lassen schon die wenigen verfiigbaren Ergebnisse 
vermuten, nach welchen die betr. Lipide einen’ hohen Gehalt an un- 
gesiittigten Fettsiuren!? besitzen und die Fettsiuren stark ungesattigt 
sind’. 

Der Fettgehalt der von uns untersuchten Gattung (T'aenia saginata) 
bewies sich‘als sehr hoch. Er betrug 31,1°,, Gesamtfett, auf Trockensub- 
stanz berechnet, und war etwas kleiner als bei Taenia plicata, bei der 
von Brand? 33,1°, Gesamtlipide feststellte. Die meisten anderen Gat- 
tungen besaBen nach seinen Angaben einen bedeutend geringeren Fett- 
gehalt. 

Die Gesamtlipide enthielten nur 4,3°;, mit Aceton fallbare Phos- 
phatide. Die Lipide anderer parasitischer Helminthen enthalten dagegen 
bedeutend héhere Mengen, die z. B. bei Fasciola hepatica? 30°, aus- 
machen. Die Phosphatidfraktion enthielt 2,73°,, Stickstoff und 3,09°, 
Phosphor. Die Substanz enthielt schitzungsweise etwa 60°, des Stick- 
stoffes in Form von Cholin. Bei der papierchromatographischen Unter- 
suchung lieB sich feststellen, daB der Rest des Stickstoffes von bei- 
gemengten Aminosaduren stammt. An Phosphatide gebundener Amino- 
stickstoff konnte nicht festgestellt werden. Obwohl der Cholinstickstoff- 
und Phosphorgehalt fiir das Vorhandensein eines ziemlich reinen Leci- 
thins sprechen wiirden, scheint doch ein Gemisch vorzuiiegen. Das zeigt 
schon die chromatographische Untersuchung des wasserléslichen An- 
teils nach der Hydrolyse, wobei neben Glycerophosphorsaure auch 
Inositphosphorsaure festgestellt wurde. Die Phosphatidfraktion 
enthalt nur 1 Mol. Fettsaéure pro Mol. Phosphor. An Fettsiuren wurden 
Laurin-, Myristin-, Palmitin- und Stearinsaiure gefunden. Wir 
schlieBen daraus, daB die Phosphatidfraktion ein Gemisch von minde- 
stens zwei Substanzen, wahrscheinlich von Lecithin und einem Inosit- 
phosphatid ist. 





1 E.S. Faust u. T. W. Tallquist, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 57, 367 [1907]. 
2 T. von Brand, Z. vergleich. Physiol. 8, 613 [1928]; 18, 562 [1933]. 
3 T. A.Smorodincev u. K. W. Bebesin, Bull. Soc. Chim. biol. 21,478 [1939]. 











Ac 


56) 





Bd. 305 (1956) Zusammensetzung der Lipide von Taenia saginata 171 


Das Neutralfett enthalt eine bedeutende Menge freier Fettséuren, 
die 7,7°/, der Gesamtlipide ausmachen. Sie stellen ein Gemisch von 28%, 
gesittigten, etwa 50°, einfach ungesiattigten und 22°(, hoher ungesattig- 
ten Fettsiuren dar. Die gesaittigten Fettsiuren bestehen aus Palmitin- 
und Stearinsaure ; die einfach ungesattigten Fettsaéuren wurden nicht 
untersucht. Auf Grund der spektrophotometrischen Untersuchung der 
isomerisierten héher ungesattigten Fettsiuren handelt es sich um ein 
Gemisch von Dien-, Trien-, Tetraen- und Pentaenséuren. Mengenmabig 
sind am stirksten die Diensiuren mit etwa 50°, und die Triensaéuren mit 
etwa 25°, vertreten. 

Die esterartig gebundenen Lipide enthielten 19,8°/, Unverseifbares 
und 74°, Fettsiuren. Bei der chromatographischen Aufteilung des Un- 
verseifbaren iiber Aluminiumoxyd erhielten wir zuerst eine fliissige 
Kohlenwasserstoff-Fraktion mit der Jodzahl 106,4. Dieser Befund lieB 
uns vermuten, daB darin Squalen oder squalenihnliche Kohlenwasserstoffe 
vorhanden sein kénnten; es war aber nicht méglich, einen positiven 
Nachweis zu erbringen. Aus dem Petrolither-Benzoleluat konnten wir 
eine kleine Menge Friedelin? isolieren. Ob es tatsachlich in den Lipiden 
vorhanden ist, oder ob es als Verunreinigung von den Korkstopfen her- 
stammt, ist ungewiB. 

Durch Eluieren mit Benzol konnte eine Anzahl von Fraktionen mit 
den Schmelzpunkten von 134—146° isoliert werden. Die am héchsten 
schmelzenden erwiesen sich nach mehrmaligem Umkristallisieren als 
reines Cholesterin. Das Cholesterin wurde schon in einigen anderen 
Plattwiirmern nachgewiesen. Faust und Tallquist! sowie Welsch® 
fanden betrachtliche Mengen in den Lipiden von Diphyllobothrium 
latum. Salisbury und Anderson® wiesen es bei Taenia taeniaformis 
und Cmelik? bei T'aenia echinococcus nach. 

Aus der am niedrigsten schmelzenden Fraktion konnte kein reines 
Cholesterin gewonnen werden; vielleicht lag ein Gemisch von Cholesterin 
und einer anderen sterinartigen Substanz vor. Das Unverseifbare enthalt 
auBerdem noch in kleineren Mengen eine Anzahl éliger und amorpher, 
niedrig schmelzender Fraktionen, die wegen geringer Ausbeute nicht 
weiter untersucht werden konnten. Dem Ascarylalkohol® ahnliche Sub- 
stanzen konnten im Unverseifbaren nicht nachgewiesen werden. 


Die Trennung der Fettséuren durch Tiefkihlkristallisation ergab 
20°, gesattigte, 33°, einfach ungesattigte und 47°, Polyensauren.. Die 
gesattigten Fettsiuren bestanden ebenfalls aus Palmitin- und Stea- 
rinsaure, die schatzungsweise in gleichen Mengen vertreten sind. Von 
den einfach ungesittigten, geradekettigen Fettsiuren scheint nur O1- 
L. Ruziéka, O. Jeger u. P. Ringnes, Helv. chim. Acta 27, 972 [1944]. 
A. Welsch, Dissertat. Freiburg 1909. 

L. F. Salisbyry u. R.J. Anderson, J. biol. Chemistry 129, 505 [1939]. 
S. Cmelik, diese Z. 289, 78 [1952]. : 

J. Polonsky, C. Foquey, G. Ferreol u. E. Lederer, C. R. hebd. Séances 
Acad. Sei. 240, 2265 [1955]. 
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saure vorhanden zu sein, da durch Hydrieren und chromatographische 
Untersuchung des Hydrierungsproduktes nur Stearinséure nachgewiesen 
werden konnte. In diesem Produkt befand sich noch eine bei 118° 
schmelzende hochmolekulare Siure der Neutr.-Zahl 92,4 (Aquiv.- 
Gew. 607), die sich von der Stearinsaéure durch ihre Schwerloslichkeit in 
Ather trennen lieB. Aus der Elementaranalyse lie8 sich die Brutto- 
formel C,, H,, O, berechnen, die mit dem gefundenen Molekulargewicht 
gut iibereinstimmt. Es kénnte sich hier um eine dem Ascarylalkohol B 
oder C entsprechende Oxysiaure handeln®, die in den Lipiden als mehrfach 
ungesattigte Séure vorhanden sein mu. Dies ist aus der hohen Jodzahl 
der entsprechenden Fettsiurefraktion sowie aus der verainderten Lés- 
lichkeit des hydrierten Gemisches zu schlieBen. 

Die spektrophotometrische Untersuchung des isomerisierten Polyen- 
siuregemisches zeigte fast das gleiche Bild, wie die Untersuchung der 
freien Polyenséiuren, mit dem Unterschiede, da% in den esterifizierten 
Polyensiuren mehr Linol- und Linolensiure vorhanden war. Tetraen- 
und Pentaenséuren sind nur in kleinen Mengen enthalten, wahrend 
Hexaensauren fehlen. 

Die gebundenen sowie auch die freien, nicht isomerisierten, 
Polyenséuren zeigten eine best'mmte Absorption im Dienbereiche, 
woraus man ‘schlieBen kann, daf im Siuregemisch kleine Mengen 
Polyensiuren mit 2 konjugierten Doppelbindungen vorhanden sein 
miissen. Nach Klenk® kénnten diese Siuren durch Isomerisierung 
wahrend der Aufarbeitung der Lipide entstanden sein. 


Beschreibung der Versuche 
Herstellung der Lipide 


Etwa 150 g frischer Bandwiirmer (7aenia saginata) wurden in 500 cem Aceton 
gelegt und das Aceton im Laufe von 14 Tagen 3mal gewechselt. Die Bandwiirmer 
wurden dann abgepreBt, im Vak. getrocknet, fein zerrieben und das gelbe Pulver 
mit Ather-Alkohol (1:1) extrahiert. Die zur Trockene eingedampften vereinigten 
Aceton- und Ather-Alkoholausziige wurden in Chloroform aufgenommen, filtriert 
und eingedampft. Man erhielt 6,77 g einer braunen, halbfesten Masse. Lipidgehalt 
auf Trockensubstanz berechnet: 31,1°%. 


Untersuchung der Phosphatide 
Die Gesamtmenge der Lipide (6,77 g) wurde in 30 ccm Ather gelést und in 
die 10fache Menge kalten Acetons gegossen. Der entstandene flockige Niederschlag 
wurde abzentrifugiert und nach einigen wiederholten Fallungen im Vak. getrocknet. 
Man erhielt ein lichtgelbes Pulver. 
6,6 mg Sbst.: 0,9 ccm n/70-H,SO,. — 20,5 mg Sbst.: 44,0 mg (NH,), [P(Mo,0,0)4} 
Gef. N 2,73 P 3,09 
151,7 mg Sbst. wurden mit 5 cem 6-n. HCl 1 Stde. unter RiickfluB hydro- 
lysiert und die iiberschiissige Séure im Vak. abgedampft. Die Fettsiuren wurden 
in Ather aufgenommen und nach dem Abdampfen des Lésungsmittels getrocknet 
und gewogen. Fettsauregehalt: 7 ,2%- Neutr.-Zahl 182,7 Aquiv.-Gew. 306,6, 
Jodz. 57,1. Mol. Fettsaure: Mol. 1,3. 


® E. Klenk u. A. Dreike, diese Z. 300, 113 [1955]. 
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Das Fettsduregemisch wurde nach Kaufmann und Nitsch! chromato- 
graphisch untersucht (Abb. 2b). Schleicher & Schiill-Filterpapier Nr. 2043b wurde 
mit reinem Petroleum, gesattigt mit Eisessig, impragniert und darauf die 5-proz. 
Lésung der Fettsauren in Toluol geradlinig aufgetragen. Nach 18stdg. Entwicklung 
in 90-proz. Essigsiure, gesattigt mit Petroleum, trocknete man die Streifen und 
farbte sie zuerst mit Kupferacetatlésung und mit Kalium-eisen(II)-cyanidlésung. 
Als Testsubstanzen lieB man reine C,,—C,,-Fettsiuren laufen. Man konnte die 
Anwesenheit von Laurin-, Myristin-, Pal- 
mitin- und Stearinsaéure nachweisen. Der 
Palmitinséure entsprechende Fleck war am 
starksten ausgeprigt. 

Der wasserlisliche Anteil des Hydrolysats 
wurde nach Chargaff und Hawthorne” chro- 
matographiert und mit dem Reagens nach 
Hanes und Isherwood! bespriiht (Abb. 3). 
Man konnte dadurch Glycerin- und Inosit- 
phosphorsaure nachweisen. 
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Abb. 1. Papierchromatogramm der Phosphatid- 

fraktion. 1. Farbung mit Molybdansaure-Zinn- 

chloriir!®. 2. Farbung mit Sudanschwarz. 3. Far- 

bung mit Ninhydrin (0,5-proz. in Alkohol). Pa- 

pier: Whatman 2. Mobile Phase: Butanol-Kis- 

essig-Wasser (4: 1:5). Laufzeit 24 Stdn., auf- 
steigend. 


Aminosauren 


‘Start 











“ae © 


~ 
~~ 





teens 2 Start 





Front-7 


Qo + 
le & 





NR 











Front 








ae 

1 

l 
“Start 


Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 2. Papierchromatogramm der gesattigten Fettsauren. a) Mischung von be- 
kannten Fettsaiuren, enthaltend: 1. C,,, 2. Cyg, 3. Cy, 4. Cy, 5. Cyp, b) Fettsaiuren 
aus der Phosphatid Fraktion, c) freie gesaéttigte Fettsiuren, d) gesattigte Sauren 
aus der Fettester-Fraktion, e) hydrierte einfach ungesattigte Sauren aus der Fett- 

ester-Fraktion. 

Abb. 3. Papierchromatogramm der organischen Phosphate. 1. Testsubstanzen: 
a) Inosit-phosphorsaure, b) Glycerin-phosphorsaure; 2. Hydrolysat. Papier: What- 
man 54. Mobile Phase: n-Propanol-Ammoniak-Wasser (6: 3: 1). Laufzeit 16 Stdn. 
Lica Pe a absteigend. 
10 KE. Chargaff, C. Levine u. Ch. Green, J. biol. Chemistry 175, 67 [1948]. 
1H. P. Kaufmann u. W. H. Nitsch, Fette u. Seifen 56, 154 [1954]. 
12 J.N. Hawthorne u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 206, 27 [1954]. 
13 C,S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 
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Aufarbeitung der freien Fettsauren 


Die atherische Lésung des Neutralfettes wurde zuerst durch Ausschiitteln mit 
4-proz. NaHCO,-Lésung auf die Anwesenheit von niedrigmolekularen Fettsiuren 
geprift, die nur in Spuren nachgewiesen werden konnten. Die ather. Lésung wurde 
dann 2mal mit 2-proz. NaOH-Lésung ausgeschiittelt und die freien Fettsauren 
nach dem Ansauern in Ather aufgenommen. 


Die gewonnenen Fettsaéuren wurden nach dem Tiefkiihlverfahren, wie iiblich, 
aus Aceton fraktioniert kristallisiert, wobei man 28,1°/, gesattigte, etwa 50°, ein- 
fach ungesattigte und 20,8°% Polyensauren erhielt. 

Die chromatographische Untersuchung der gesiattigten Fettsiuren, wie be- 
schrieben (Abb. 2c), zeigte die Anwesenheit von Palmitin- und Stearinsaure. 
Im Gemisch der hochungesittigten Sauren (Neutr.-Zahl 169,2, Aquiv.-Gew. 331) 


| 
320 340 360 360 
1) | ee 











Abb. 4. Absorptionspektren der isomerisierten freien (I) und esterartig gebundenen 
(II) sowie derselben nichtisomerisierten Pol yensauren (III u. IV). 


wurden die Polyensaéuren durch Alkaliisomerisierung nach Holman und Burr" 
in der Ausfiihrung von Klenk und Lindlar!® bestimmt. Die Messung der UV- 
Absorption erfolgte im Beckman-Quarz-Spektrophotometer. Die abgelesenen Werte 
(Abb. 4, Spektrum II) zeigten ein starkes Vorherrschen von Linolsiure. Daneben 
waren Linolensaiure, Tetraen- und Pentaensiuren vorhanden. Das nicht isomeri- 
sierte Gemisch (Spektrum II) erwies im Diengebiet eine kleine Absorption. 


Untersuchung der Fettsaiureester 


4,42 g Fettsiureester wurden mit 50 ccm methanol. n-KOH, wie iiblich, ver- 
seift und das Unverseifbare mit Ather ausgeschiittelt. Man erhielt 0,88 g (19, 8%) 
Unverseifbares in Form einer gelblichen, kristallisierten Masse. 

Chromatographie des Unverseifbaren: 0,88 g Unverseifbares wurden 
in 50 ccm Petrolaither gelést und iiber eine Séule aus 20 g Aluminiumoxyd, stan- 
dardisiert nach Brockmann (,,Riedel -de Haén’‘), geschickt. Als Eluierungs- 
mittel dienten Petrolather, Benzol, Ather, Methanol sowie Kombinationen dieser 
Lésungsmittel. Es wurden je 50 ccm Eluat aufgefangen und weiter untersucht. 
Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt Tab. 1. 


M4 R.'. Holman u. G. O. Burr, Arch. Biochemistry 19, 474 [1948]. 
as K. Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 299, 74 [1955]. 
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Tab. 1. Chromatogramm des Unverseifbaren. 








Nr Lésungsmittel ee Beschaffenheit 
1 POtPOENe? 66) 5 66 ark aes 77,8 li 

2 Petrolither ....... 18,4 élig | Jodzah! 106,4 

3 Petrolather-Benzol (3:1). . 12,1 gelb, kristallisiert 

4 Petrolather-Benzol (1:1). . 24,1 farblos, wachsartig 

5 IS) lll a tis altel eae 10,0 farblos, amorph 

6 1 Sahl ea aaah ier: 70,9 krist., Schmp. 134— 140° 
7 2 0) ra See ease 181,4 krist., Schmp. 141— 145° 
8 it. aaa ea ma tes 177,17 krist., Schmp. 144—146,5° 
9 WE hips 3 21,8 krist., Schmp. 146° 

10 LET 0) Sn te a ea on Spuren 

11 Benzol-Ather (9:1)... . 2,0 

12 Benzol-Ather (1:1)... . 18,3 gelb, olig 

lt Ather BORE hs Tiel 9,1 lig 

14 baa LS 2c) MRE a 11,9 wei, amorph 

15 Methanol + 10°, Essigsiure 102,9 wei, amorph 











Mit den Fraktionen 1 u. 2 wurde die Reaktion auf Squalen nach Taufel, 
Thaler und Widmann!® ausgefiihrt, jedoch mit einem negativen Ergebnis. 
Frakt. 3 lieferte nach einem wiederholten Chromatographieren iiber Aluminium- 
oxyd und Eluieren mit Petrolather-Benzol (9:1) einige mg Friedelin vom 
Schmp. 245°; mit reinem Friedelin (C,,H;,0) keine Schmelzpunktsdepression. 
Frakt. 6 konnte durch mehrmaliges Umkristallisieren bis zum Schmp. 140,6° ge- 
reinigt werden. Mit reinem Cholesterin vermischt, Schmp. 139°. Die Fraktionen 7, 
8 und 9 wurden vereinigt und 3mal aus 96-proz. Alkohol und Imal aus Methanol 
umkristallisiert. Schmp. 146°. Mit reinem Cholesterin keine Depression. (Alle 
Schmelzpunktsbestimmungen wurden im Kofler-Block ausgefiihri.) 

Untersuchung der Fettsauren: Aus der alkalischen Lésung wurden dic 
Fettsiuren mit Salzséure abgeschieden, in Ather aufgenommen und nach dem 
Verdampfen des Lésungsmittels im Vak. getrocknet. Ausb. 3,27 g (74,1°). Die 
Trennung durch Tiefkiihlkristallisation ergab 18,3°, gesittigte, 48°, einfach 
ungesattigte und 30°, Polyensauren (s. Tab. 2). 


Tab. 2. Eigenschaften der Fettsaurefraktionen aus den Lipiden von T'aenia saginata. 




















; Gesiattigte Einfach Polyen- 
Konstante F epee ungesattigte eye 
ettsdiuren At fettsauren 
ettsauren 
Gehalt in %, 28,1 50 20,8 
Freie Neutr.-Zahl 211,1 . 169,2 
Fettsauren Aquiv.-Gew. 265,6 331 
Jodzahl 159,3 
Esterartig Gehalt in % 18,3 48 30 ‘ 
perweneie: TN Neutr.-Zahl 209 1 79,5 
Withee Aquiv.-Gew. 268 312 
? Jodzahl 134 197 





Bei der chromatographischen Untersuchung der gesattigten Fettsaiuren, wie 
beschrieben, konnten Palmitin- und Stearinsaure nachgewiesen werden 
(Abb. 2d). Die Saéuren schmolzen bei 54° und hatten ein Aquiv.-Gew. von 268. 

Von den Monoensdauren (Jodzahl 134) nahmen 0,46 g in 25 cem Alkohol 


unter Zusatz von Palladium wahrend 30 Min. 47 ccm Wasserstoff auf. Das 


. 1 K, Taufel, H. Thaler u. G. Widmann, Biochem. Z. 300, 354 [1939]. 
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hydrierte Produkt (Neutr.-Zahl 147) (keine Jodzahl mehr) war schwer léslich in 
Alkohol. Durch Digerieren mit kaltem Ather konnte eine Fettsaiure herausgelést 
werden, die sich nach der chromatographischen Priifung als Stearinsaure erwies 
(Abb. 2e). Durch mehrmalige Umkristallisation aus Methanol gewann man reine 
und chromatographisch einheitliche Stearinsiure (Schmp. 65°). Mit reiner Stearin- 
siure (Schmp. 67°) keine Depression. 

17,3 mg Sbst.: 1,23 cem n/20-KOH 

C,,H;,0, Ber. Aquiv.-Gew. 284,7 Neutr.-Zahl 197,33 

Gef. Aquiv.-Gew. 290,5 Neutr.-Zah!] 193,1 

Der Rest des hydrierten Produktes wurde mit Benzol ausgekocht, filtriert und 
im Vak. eingedampft. Die Substanz, die aus Athanol kristallinisch gewonnen werden 
konnte, schmolz nach 3 Umkristallisationen konst. bei 118°. Neutr.-Zahl 92,4, 
Aquiv.-Gew. 607. 

11,43, 3,75 mg Sbst.: 30,31, 9,90 mg CO,, 12,30, 4,00 mg H,O 

C,,H,.0, Ber. C 71,94 H 12,07 

Gef. C 72,37 72,04 H 12,04 11,93 

Das Gemisch der Polyensaiuren wurde mit Alkali isomerisiert, wie beschrieben, 
und spektralphotometrisch untersucht. Das erhaltene Spektrum zeigt Abb. 4 
(Kurve I). Das Gemisch unterscheidet sich von den freien Polyenséuren durch 
einen héheren Gehalt an Triensiuren. Das nicht isomerisierte Gemisch zeigte im 
Dienbereich auch eine bestimmte Absorption. 


Zusammenfassung 


Die Lipide von Taenia saginata enthalten 4,3°,, Phosphatide, 7,7°,, 
freie Fettsiuren, wahrend der Rest aus Fettsiureestern besteht. 

Die Phosphatide sind wahrscheinlich ein Gemisch Lecithin und 
Inositphosphatide. Sie enthalten kein Kephalin. 

In den freien Fettséuren sind von den gesattigten Fettsiuren Pal- 
mitin- und Stearinsdéure enthalten. Sie enthalten 20,8°(, Polyenfett- 
sduren, bestehend aus Dien-, Trien-. Tetraen- und Pentaenséuren. 

Die Fettsaéiureester enthalten 19,8°,, Unverseifbares, 74,1°%, Fett- 
siuren. Das Unverseifbare besteht zu etwa 30°, aus Cholesterin. In den 
Fettséuren sind von den gesittigten ebenfalls Palmitin- und Stearin- 
siure enthalten. Von den einfach ungesittigten Fettsiuren ist Olsaure 
vorhanden. Das Polyenséuregemisch hat eine ahnliche Zusammenset- 
zung wie die freien Polyenséuren. 

Summary 


The lipids of Taenia saginata contain 4.3 per cent phosphatides and 
7.7 per cent free fatty acids in addition to esters of fatty acids. The 
phosphatides, which contain no kephalin, are probably a mixture of 
lecithin and inositol phosphatides. The saturated fatty acids contained 
in the free fatty acids are palmitic and stearic acid. The free fatty acids 
contain 20.8 per cent of polyene fatty acids consisting of dienoic, trie- 
noic, tetraenoic and pentaenoic acids. The fatty acid esters contain 
19.8 per cent of unsaponifiable matter and 74.1 per cent of fatty acids. 
The unsaponifiable matter contains approximately 30 per cent of chole- 
sterol. The saturated acids contained in the fatty acids are in this case 
also palmitic and stearic acid. The simple unsaturated acid oleic acid is 
also present. The composition of the mixed polyene acids is similar to 
that of the free polyene acids. 
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Synthese des 3-Jod-L-tyrosins 
Von 
Giinther Hillmann und Anneliese Hillmann-Elies 


Chemisches Laboratorium der Medizinischen Universitaétsklinik, Tiibingen, 
Direktor: Professor Dr. H. Bennhold 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. April 1956) 


Monojodtyrosin ist von verschiedenen Autoren als Bestandteil von 
Thyreoglobulin und ebenfalls in kleinen Mengen als freie Aminosaure in 
Extrakten aus Thyreoidea isoliert worden!. In kiinstlich jodierten 
Proteinen ist ebenfalls Monojodtyrosin nachzuweisen?, desgleichen in 
einigen Skleroproteinen von Invertebraten neben 3-Mono- und 3.5- 
Dibrom-tyrosin®. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dag Monojod- 
tyrosin als intermediares Zwischenprodukt bei der biologischen Synthese 
des Stoffwechselhormons in der Thyreoidea von besonderer Bedeutung 
ist*. Méglicherweise hingt die extreme Jodfixation in der Schilddriise 
eng mit dem zum Monojodtyrosin fiihrenden enzymatischen Jodierungs- 
system zusammen. 

Fir die chemische Synthese stand bisher lediglich das Verfahren 
von Harington und Pitt-Rivers® zur Verfiigung, welches vom 
3-Nitro-tyrosin ausgeht, dessen Reduktion zum Aminotyrosin mit nach- 
folgender Diazotierung und Umsetzung mit Jodid in schlechter Ausbeute 
3-Jod-tyrosin liefert. Die Reproduktion dieses Verfahrens ist jedoch 
mit besonderen Schwierigkeiten verbunden*. 

Bei der Jodierung von Tyrosin mit molaren Mengen J,/KJ im alka- 
lischen Medium wird stets neben Monojodtyrosin als Hauptprodukt 
Tyrosin und Dijodtyrosin gefunden®. Die Abtrennung und Isolierung 





1 R. M. Fink u. K. Fink, Science [New York] 108, 358 [1948]; A. Taurog, 
W. Tong u. J. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 184, 83 [1950]; J. Roche, M. 
Jutisz, 8. Lissitsky u. R. Michel, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 7, 
257 [1951]; J. Gross u. C. P. Leblond, Endocrinology 48, 714 [1951]. 

2 W. Ludwig u. v. Mutzenbecher, diese Z. 258, 195 [1939]; R. J. Herriot, 
J. gen. Physiol. 25, 185 [1941]; J. Roche, R. Michel u. M. Lafon, Biochim. 
biophysica Acta [Amsterdam] 1, 453 [1947]. 

3 C. Fromageot, M. Jutisz, M. Lafon u. J. Roche, C. R. Séances Soc. 
Biol. Filiales 142, 785 [1948]; J. Roche, R. Michel u. Y. Yagi, C. R. hebd. 
Séances Acad. Sci. 282, 570 [1951]. 

4D.M. Fawcett, 8S. Kirkwood, J. biol. Chemistry 205, 793 [1953]; J. 
biol. Chemistry 209, 249 [1954]; J. B. Wyngaarden u. J. B. Stanbury, J. biol. 
Chemistry 212, 151 [1955]. 

5 C.R. Harington u. R. Pitt-Rivers, Biochem. J. 88, 320 [1944]. 

6 §. F. Lissitzky, Biochimie des acides aminés iodés marqués par 1!J dans 
le corps Thyroide. A. J. A. Paris (1952). 

* Privatmitteilung von S. Kirkwood. 
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kann nur durch umstindliche chromatographische Verfahren erzielt 
werden. 

Nachfolgend werden zwei priparativ brauchbare Verfahren zur 
Synthese von Monojodtyrosin mitgeteilt: 

I. Wir fanden im Rahmen von Untersuchungen iiber die Mono- 
jodierung biologisch wichtiger Phenole, dali bei der Jodierung von 
N-Phthaiyl-L-tyrosin mit einem Mol J, in Eisessig unter gleichzeitiger 
portionsweiser Zugabe von Quecksilber(I1)-acetat bei etwa 35° in prak- 
tisch quantitativer Ausbeute N-Phthalyl-L-monojodtyrosin gebildet 
wird. Die Abspaltung des Phthalylrestes nach Boissonnas’ mit 
Phenylhydrazin ergab papierchromatographisch reines Monojodtyrosin. 
Wir haben iiber dieses Verfahren bereits in einer kurzen Notiz berichtet®. 
Da Monojodtyrosin als Substrat im Rahmen von enzymchemischen 
Untersuchungen in den letzten Jahren zunehmende Bedeutung erlangt 
hat, wird ein ausfiihrlicher Syntheseweg angegeben. 

II. Eingehende Untersuchungen hatten gezeigt, da bei der Dar- 
stellung gr6Berer Mengen von Monojodtyrosin nach dem oben angege- 
benen Verfahren die Ausheuten schlechter werden. Zur Darstellung von 
gréBeren- Mengen 3-Jod-tyrosin wurde deshalb ein anderes Verfahren 
ausgearbeitet, welches auf der Jodierung des nicht acylierten Tyrosins 
mit Chlorjod in salzsaurem Medium beruht. Durch Umsetzung von 
N-Phthalyl-L-tyrosin mit Chlorjod in Eisessig kann ebenfalls 3-Jod-N- 
Phthalyl-L-tyrosin erhalten werden, jedoch verliuft die Jodierung im 
Gegensatz zu dem genannten Verfahren mit J, in Eisessig unter Zugabe 
von Quecksilberacetat als Acceptor nicht quantitativ, so daB nach der 
Abspaltung des Phthalylrestes stets nicht umgesetztes Tyrosin in einer 
Menge von 5—10°,, neben Monojodtyrosin erhalten wird. 

Eingehende Untersuchungen iiber die spezifische Monojodierung 
des unsubstituierten Tyrosins unter Anwendung aller in der Literatur 
bekannten Verfahren ergaben, da} bei Anwendung aquivalenter Mengen 
von J, bzw. Chloriod in verschiedenen Lésungsmitteln keine Mono- 
jodierung zu erzielen ist. Die Abtrennung der als Nebenprodukte auf- 
tretenden Tyrosin- und Dijodtyrosin-Mengen nach verschiedenen chro- 
matographischen Verfahren gelingt zwar ohne Schwierigkeit, doch er- 
scheinen derartige analytische Methoden zur priparativen Darstellung 
wenig geeignet. Wenn in dem Jodierungsgemisch Tyrosin und Dijod- 
tyrosin in mehr als 2—3-proz. Konzentration vorliegen, wie dies bei 
allen Jodierungsansitzen mit iiquivalenten Mengen J, oder HJ der Fall 


ist, gelingt eine Reindarstellung von Monojodtyrosin durch Umkristalli- | 


f 


sation aus Wasser nicht. 


Ein brauchbarer praiparativer Weg zur Reindarstellung von Mono- | 
jodtyrosin wurde in folgender Weise beschritten: Durch Jodierung von | 
Tyrosin mit 1,4 Mol JCI in salzsaurer Lésung wird ein Gemisch von | 


7 R. R. Boissonnas, Helv. chim. Acta 35, 2236 [1952]. 
8 A. Hillmann-Elies u.G. Hillmann, Z. Naturforsch. 8b, 446 [1953]. 
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Monojodtyrosin und Dijodtyrosin erhalten, der Anteil des nicht jodierten 
Tyrosins betragt etwa 2°. Durch fraktionierte Kristallisation aus 
Wasser wird das sehr viel schwerer lésliche Dijodtyrosin quantitativ 
abgetrennt. Das Monojodtyrosin wird durch mehrfaches Umkristalli- 
sieren aus Wasser analysen- und papierchromatographisch rein erhalten. 
Die einzelnen Fraktionen werden auf ihren Anteil an Dijodtyrosin und 
Monojodtyrosin papierchromatographisch gepriift. Die Ausbeute an 
Monojodtyrosin betragt durchschnittlich 50°,,, bezogen auf eingesetztes 
Tyrosin. Schmp. 202—204°; «),: — 4,4° (1-n. HCl, ¢ = 5). 
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tanol, Eisessig, Wasser (4:1:5), rechts mit 
250 500 550, _ 200 Phenol, Butanol, Hisessig, Wasser 
(5: 2,5: 1: 5). 
Abb. 1. UV-Spektrum von Tyrosin (—), Monojodtyrosin (— — —), Dijodtyrosin 


Seas) 


Beschreibung der Versuche 
I. 


18 g L-Tyrosin werden zusammen mit 25 g feingepulvertem Phthalsaure- 
anhydrid in 300 ccm reinem Eisessig suspendiert und etwa 20 Stdn. am 
RiickfluBkiihler gekocht. Nach dem Abdestillieren des Eisessigs im Vak. wird der 
Riickstand mit Wasser versetzt und die ausgefallene Kristallmasse nach mehrstdg. 
Stehenlassen abgenutscht. Das rohe Phthalyltyrosin wird zweimal aus etwa 
30-proz. Essigsiure umkristallisiert. Schmp. 193°; Ausb. durchschnittiich 25—30 g. 

29g Phthalyltyrosin werden in 150 ccm reinstem, iiber Permanganat 


, destilliertem Kisessig gelést und bei etwa 35° gleichzeitig mit einer Lésung von 


26 g feingepulvertem Jod in etwa 600 ccm LFisessig (analysenrein) (10-proz. Uber- 


2 Stdn. durchgefiihrt, wobei stets ein Uberschu8 an Jod vorhanden sein mu8. Nach 


| Beendigung der Reaktion wird etwa 1%, Stde. weitergeriihrt. Die Jodierung wird 


zweckmafigerweise in einem Rundkolben mit 3 Ansatzen sowie Schliffriihrwerk 
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durchgefiihrt. Nach dem Abfiltrieren des ausgefallenen HgJ, durch einen Falten- 
filter wird die Eisessiglésung auf etwa '/, des Ausgangsvolumens im Vak. eingeengt 
und mit etwa 100 ccm Wasser versetzt; es darf jedoch kein Jodphthalyltyrosin als 
Ol ausfallen. Zur Entfernung des restlichen Quecksilberjodids wird in die waBr. 
Eisessiglésung H,S eingeleitet. Das ausgeschiedene Quecksilbersulfid wird iiber 
einen Faltenfilter abfiltriert, das Filtrat im Vak. auf dem Wasserbad eingeengt, 
zum Schlu8 unter Verwendung einer Olpumpe. Der 6lig-glasige Riickstand wird 
zur Abspaltung des Phthalylrestes in etwa 150 ccm 96-proz. Athanol gelést und 
nach Zusatz von 14 ccm reinstem Triathylamin sowie 36 ccm frisch destilliertem 
Phenylhydrazin 2 Stdn. auf dem siedenden Wasserbad am RiickfluBkiihler ge- 
kocht. Danach wird die Lésung auf etwa 50—70 ccm im Vak. eingeengt und mit 
etwa 200 ccm reinem Methyl-athylketon 20 Min. auf dem siedenden Wasserbad 
erwarmt. Nach dem Abkiihlen werden zur Neutralisation des Triathylamins 7 ccm 
Eisessig hinzugegeben. Nach mehrstdg. Stehenlassen bei 0 bis — 5° wird der teilweise 
schmierige Niederschlag abfiltriert und mit wenig Aceton digeriert. Dabei wird ein 
vollstandig kristallines Material erhalten. Nach dem Absaugen wird mit Aceton 
nachgewaschen bis das Filtrat farblos bleibt. Ausbeute 11—15 g. Die Umkristalli- 
sation erfolgt aus Wasser unter Zusatz von etwas Tierkohle. Schmp. 202— 204° (Z); 


C,H,,0;NJ Ber. J 41.4 Gef. J 41,4. 


a. 


36 g L-Tyrosin werden in 200 ccm 2-n. HC] gelést und mit einer Lésung 
von 14,2 cem JCI in 90 cem 25-proz. HC] bei 50—55° unter starkem Riihren im 
Verlaufe von 2 Stdn. tropfenweise versetzt. Nach vollstandiger Zugabe des JC! 
werden 300 ccm Wasser hinzugegeben und | Stde. bei Zimmertemperatur weiter 
geriihrt. Danach wird die braune Lésung mit Na,SO,-Lésung bis zum Verschwinden 
der Jodfarbe versetzt und anschlieBend unter Kiihlung mit 20-proz. Natronlauge 
auf po 5 gebracht. Die ersten nach kurzer Zeit gebildeten Kristallmassen werden 
schnell abfiltriert (Niederschlag A, besteht weitgehend aus Dijodtyrosin). Nach 
12-stdg. Stehenlassen bei etwa 0° wird der aus Monojodtyrosin und etwas Dijod- 
tyrosin bestehende Kristallbrei abgesaugt und mit Eiswasser bis zur weitgehenden 
Entfernung von Chloranionen gewaschen. Das rotbraun gefarbte Filtrat wird ver- 
worfen. Das Kristallisat (B) wird in etwa 1/ kochenden Wassers, welches etwas 
Na,S,0, enthalt, gelést und die nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur aus- 
geschiedenen Kristalle fraktionsweise (etwa 6 Fraktionen) abgesaugt. Die einzelnen 
Fraktionen von B werden papierchromatographisch im System Butanol-Eisessig- 
Wasser = 4:1:5 auf ihren Gehalt an Dijodtyrosin und Monojodtyrosin gepriift. 
Von einer bestimmten, nach den Kristallisationsbedingungen jeweils wechselnden 
Fraktion an, ist im Papierchromatogramm kein Dijodtyrosin nachweisbar. Diese 
Fraktionen werden erneut aus der geringsten Menge siedenden Wassers unter Zu- 
satz von etwas Thiosulfat mindestens zweimal umkristallisiert. Die Dijodtyrosin 
enthaltenden Fraktionen werden ebenfalls zusammen aus Wasser umkristallisiert 
und die einzelnen Fraktionen des nacheinander ausgeschiedenen Kristallisats auf 
ihre Zusammensetzung gepriift. Fraktionen, die iiber 50° Dijodtyrosin enthalten, 
werden durch Digerieren mit wenig kochendem Wasser auf Isolierung des schwer 
léslichen Dijodtyrosins verarbeitet. Alle weniger als 50% Dijodtyrosin enthaltenden 
Fraktionen werden vereinigt, in heiSem Wasser gelést, mit Essigsiure oder Ameisen- 
sdure wird ein pH von etwa 2,5—3,5 eingestellt und diese Lésung (etwa 10— 15-proz. 
Aminosaurelésung) in einem mit Kiihlmantel versehenen Fliissigkeits-Soxhlet mit 
breiter Glasfritte koutinuierlich etwa 70—80 Stdn. mit Essigester zur Entfernung 
des Dijodtyrosin extrahiert. Bei dieser Extraktion wird neben Dijodtyrosin auch 
Monojodtyrosin erfaBt. Nach jeweils 10—12 Stdn. wird das Ausgangs-pH mit 
Essigsiure oder Ameisensiure erneut eingestellt. Nach Beendigung der Extraktion 
wird die waBrige Lésung abgetrennt und im Vak. bei méglichst niedriger Tempe- 
ratur eingeengt. Der Destillationsriickstand wird mit wenig Wasser digeriert und 
das ausgeschiedene Kristallisat nach dem Einstellen des py mit NaOH auf pp 5 
und mehrstdg. Stehenlassen in der Kalte abfiltriert. Die so erhaltenen Kristalle 
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werden noch dreima] aus der kleinsten Menge Wasser unter Zusatz von etwas 
Thiosulfat umkristallisiert und so papierchromatographisch rein erhalten. Die 
Essigesterlésung wird nicht weiter aufgearbeitet. Die Gesamtausbeute an reinem 
Monojodtyrosin betragt 25—31 g. Schmp. 202— 204°. Gef. J 41,4, ber. 41,4. 


Fri. Kuhlmann danken wir fiir ihre Hilfe. 


Zusammenfassung 


Zwei Verfahren zur Darstellung von3-Jod-tyrosin werden angegeben : 

1. Durch Jodierung von N-Phthalyl-tyrosin in Eisessig mit aqui- 
valenten Mengen J, unter gleichzeitiger Zugabe von Quecksilber(II)- 
acetat und anschlieBender Abspaltung des Phthalylrestes mit Phenyl- 
hydrazin. 

2. Durch fraktionierte Kristallisation eines durch Jodierung in 
salzsaurer Loésung erhaltenen Gemisches von Monojodtyrosin und 
Dijodtyrosin. 

Summary 


Two methods are described for the preparation of 3-iodotyrosine, viz. 

1. By iodination of N-phthalyltyrosine in glacial acetic acid with 
an equivalent amount of iodine and simultaneous addition of mercuric 
acetate, followed by cleavage of the phthalyl residue with phenyl 
hydrazine. 

2. By fractional crystallization of a mixture of monoiodo- and 
diiodotyrosine obtained by iodination in hydrochloric acid solution. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 305 13 
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Uber die Eiweifqualitit einzelliger Griinalgen 
und ihre Lebernekrose verhiitende Wirkung* 
I. Mitteilung 
Von 
Hermann Fink und Elisabeth Herold 
Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1956) 


Seit fast zwanzig Jahren! beschaftigen wir uns mit dem Ernahrungs- 
wert, speziell mit Untersuchungen iiber den biologischen EiweiBwert von 
Proteinen von Mikroorganismen, Hefen, Schimmelpilzen und Bakterien 
sowie von Symbiosen aus diesen. Als Versuchsobjekte dienten vor- 
wiegend solche Mikroorganismen, die auf billigen Rohstoffen, wie Zell- 
stoffablaugen, Holzzucker, Vorhydrolysaten in Masse geziichtet werden 
kénnen2, und die fiir die tierische und menschliche Ernahrung von Be- 
deutung werden kénnen. Die Versuche wurden fast ausschlieBlich an 
wachsenden Albino-Ratten durchgefiihrt. 

Es war nun reizvoll, statt der oben genannten heterotrophen Mikro- 
organismen unsere Untersuchungen auf autotrophe Mikroorganis- 
men und zwar auf einzellige Griinalgen auszudehnen. Dies ist in 
Deutschland erst méglich geworden durch die Kohlenstoffbiologische 
Forschungsstation in Essen (F. Gummert, M. E. Meffert und 
H. Stratmann§), die uns das dort in kleintechnischem Mafstab ge- 
zuchtete Algenmaterial in der bendtigten Menge von vielen Kilogramm 





* Nach einem Vortrag, der vom Verfasser (H. F.) auf dem Ersten Welt- 
symposium fiir Angewandte Sonnenenergie in Tucson/Phoenix (Arizona/USA) auf 
Einladung der Carnegie-Institution, Department of Plant Biology, Washington, 
gehalten wurde. 

1 Von 1936—1941 im Zusammenwirken mit K. Richter u. H. Briiggemann 
(Tierernahrung 9, 95—105 [1937]); A. Scheunert u. M. Schieblich (Tierernah- 
rung 9, 173—177 [1937]); H. Fink, H. Wentrup u. R. Lechner; A. Scheunert 
u. K. H. Wagner (Biochem. Z. 804, 318 [1940]) sowie Jonas Schmidt. Seit 1941 
gemeinsam mit A. Hock in der von einem von uns (H. F.) begriindeten ernahrungs- 
physiologischen Station am Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation 
Berlin bis 1945; anschlieBend mit D. Pléttner u. H. Wildner; seit 1948 be- 
sonders mit I. Schlie, G. Rothes u. H. Havermann. 

2 H. Fink, R. Lechner u. KE. Heinisch, Biochem. Z. 278, 372 [1935]; 283, 
71; 286, 83 [1936]; Angew. Chem. 51, 475 [1938]; Milchwissenschaft 8, 125 [1948]. 

3M. E. Meffert u. H.Stratmann, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, In- 
fektionskrankh., Abt. II, 108, 154 [1954]. 
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und mehr als ein Dutzend zu verschiedener Zeit zeziichteter Chargen zur 
Verfiigung stellen konnte. 


Bei Beginn unserer Arbeiten im Jahre 1952 war iiber die einzelligen 
Griinalgen als Futter- oder Nahrmittel noch nicht allzuviel bekannt. 
In der kurz darauf 1953 erschienenen Carnegie-Monographie* wird von 
nur wenigen Versuchen mit — wie dort selbst geschrieben steht — noch 
zu wenig Tieren berichtet, die auch, um Endgiiltiges aussagen zu kénnen, 
zu kurzfristig durchgefihrt worden waren. Immerhin kann man daraus 
entnehmen, da einzellige Algen der Chlorella-Gruppe bzw. ihr EiweiB 
ein unschiadliches gutes Futtermittel darstellen, in der Qualitat etwa wie 
anderes PflanzeneiweiB auch, das aber gegeniiber dem gebrauchlichen 
Nahr- und FuttereiweiB tierischer Herkunft eindeutig unterlegen war. 

Erste Untersuchungen hieriiber wurden in kleinerem Rahmen in USA und 
England durchgefiihrt. Fischer, Little und Burlew berichten iiber Fiitterungs- 
versuche in Amerika. Am Stanford Research Institute wurden im Sommer 1948 
finf Ratten 56 Tage lang mit Chlorella pyronoidosa gefiittert. Die Gewichts- 
zunahmen wahrend der zwei ersten Wochen des Versuches betrugen nur die Halfte, 
zu Ende des Versuches sogar nur ein Drittel der Zunahme einer Caseinkontroll- 
gruppe. 

Ein zweiter Rattenfiitterungsversuch wurde 1951 in England mit Chlorella 
vulgaris’ durchgefiihrt. Die Algen waren getrockneter Bierhefe leicht iiberlegen, 
Magermilchpulver gegeniiber erbrachten sie jedoch geringere Zuwachswerte. 
Weitere Einzelheiten iiber diese Versuche sind nicht veréffentlicht. Neben diesen 
Ratteriversuchen wurden an der Maryland-Universitat, New-Hampshire-Kiicken 
mit Chlorella gefiittert. Bei Zugabe von 10% Algen zum Grundfutter an Stelle 
aquivalenter Mengen von Sojabohnenmehl konnte ein auffallender Wachstums- 
zuwachs und eine verbesserte Futterausnutzung beobachtet werden. Die Ver- 
besserung wird hauptsachlich dem hohen Carotingehalt der Algen zugeschrieben. 
Als einzigen Nachteil stellte man eine starke Hygroskopizitat der Chlorellasubstanz 
fest. Bei einem Futter mit 20% Algenzusatz muBte der Versuch aus diesen 
3riinden nach zwanzig Tagen abgebrochen werden. Diese hygroskopischen Eigen- 
schaften werden auf Einfrieren vor der Trocknung zuriickgefiihrt. 

Bei einem zweiten Kiicken-Fiitterungsversuch der Ralston Purina Company 
konnten die guten Ergebnisse nicht bestatigt werden. 

Angesichts dieser Widerspriiche schienen uns weitere Versuche zur 
Entscheidung dieser Frage erwiinscht; besonders solche mit Diaten 
mit gré6Berem Algenanteil. Fiir die Massenzucht einzelliger Algen. 
mit dem Ziel, der Zukunftsernahrung der Menschheit zu dienen, ist es 
von Bedeutung, Klarheit tiber ihren Ernahrungswert fiir. 


Tier und Mensch zu bekommen. 


Das von uns untersuchte Algenmaterial war Scenedesmus obliquus 
(Kriiger) vorwiegend aus Freilandkulturen* °. Wir erhielten es aus Essen 
-— meistens in getrocknetem Zustand als Pulver. 


4 Carnegie Institution, Washington, Publ. No 600 [1953]. 

5 Freilandkulturen von einzelligen Algen, in der angelsachsischen Literatur 
mit Open Air Cultures bezeichnet, kénnen natiirlich kaum ,,absolute Reinkulturen“ 
sein; sie werden ja meist in offenen, auszementierten bzw. sonst ausgekleideten 
flachen Becken oder in mit Kunststoff-Folie ausgelegten Graben an méglichst 
unbeschatteten Stellen unter freiem Himmel geziichtet. Wichtig ist es aber, durch 
Auswahl aller begiinstigenden Faktoren im Sinne der ,,natiirlichen Reinzucht“ fiir 


13* 
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Wie uns mitgeteilt, war die Trocknung der in diinner Schicht ausgebreiteten 
Algen-Paste méglichst schonend durch Bestrahlung mit Infrarot-Lampen gleich 
nach dem Abzentrifugieren vorgenommen worden. 


Die Untersuchung getrockneten Algenmaterials anstatt des frischen 
bedeutet hinsichtlich der EiweiBqualitit eher eine zu strenge Beur- 
teilung, da im allgemeinen durch Trocknen eine Verschlechterung ein- 
tritt. Andererseits sind auch Falle bekannt, daB Pflanzen durch Trock- 
nen — besonders bei héherer Temperatur — oder durch Kochen ihre 
,,Giftigkeit‘‘ verlieren, so z. B. Lorcheln oder die griinen Schoten von 
Feuerbohnen und anderen Schmetterlingsbliitlern. Bei den griinen ein- 
zelligen Algen scheint uns diese Frage besonders beachtenswert, da es 
in der Literatur nicht an Hinweisen fehlt, da manche der Tausenden 
von Arten einzelliger Algen in frischem Zustand giftig wirken kénnen. 
Wir kommen darauf spater noch zuriick. 


Zur Methodik 


Die Methodik der Tierversuche war gegeniiber unseren friiheren 
Versuchen in manchen Punkten verfeinert und auch grundsiatzlich ge- 
andert. 


Wir verwenden seit mehreren Jahren fast ausschlieBlich junge Albinoratten 
unseres eigenen Inzuchtstammes und verfiigen so jederzeit iiber sehr gleichmaBiges 
Tiermaterial. Aus den sehr einheitlichen Wiirfen mit geringer Streuung werden 
gelegentlich auftretende Kiimmerlinge ausgeschieden. Je ein Tier bzw. dessen 
Organe, besonders Leber, Nieren und Lunge, wurden stets zur histologischen 
Untersuchung an Prof. Dr. Rievel, Bundesforschungsanstalt fiir Fleischwirt- 
schaft, Kulmbach, eingesandt, um eventuelle Anomalien — besonders der inneren 
Organe — feststellen zu kénnen. Die restlichen Geschwistertiere werden auf die ein- 
zelnen Versuche mit den verschiedenen Diaten aufgeteilt, wobei méglichst auch auf 
gleichmaBige Verteilung der mannlichen und weiblichen Jungtiere geachtet wird. 
Dies ist wichtig, da sich auch bei unseren Versuchen iiber die alimentaire Leber- 
nekrose immer wieder ein etwas unterschiedliches Verhalten der Geschlechter — 
einerseits beziiglich der Gewichtszunahmen und der KiweiSwirksamkeit (EiweiB- 
wirkungswert), andererseits beziiglich der Disposition fiir Leberschiden — ergeben 
hatte. Auf die einzelnen Diaten werden die Tiere gesetzt, wenn sie Gewichte von 
50—60 g erreicht haben. In diesem Zustand nehmen sie im allgemeinen nicht mehr 
viel Muttermilch auf und haben mit der Alten das vielseitig zusammengesetzte 
Futter zu fressen und auch die taglich gereichte Kuhvollmilch zu trinken begonnen. 
Bei manchen Versuchen haben wir absichtlich altere Jungtiere eingesetzt, die schon 
Gewichte bis zu 100g erreicht hatten. Wie wir — iibrigens in Ubereinstimmung 
mit anderen Autoren — feststellen konnten, andert sich hierdurch bei den bearbei- 


die betreffende wertvolle Algenart die beste Wachstumsméglichkeit zu schaffen, 
damit Infektionen sich nicht breit machen kénnen. 

Fiir unser Problem war unsere wiederholte Feststellung wichtig, daB das 
Essener Algenmaterial praktisch frei von ,,tierischem‘‘ EiweiB, z. B. Protozoen, war; 
denn hierdurch hatten unsere Ergebnisse, betreffend den biologischen Wert des 
EiweiBes, beeinfluBt werden kénnen, da ja im allgemeinen tierisches EiweiB fir 
das Wachstum der Ratte einen wesentlich héheren Wert hat als pflanzliches. Wir 
kommen darauf in einer spaéteren Mitteilung nochmals zuriick. 

Im iibrigen sind auch andere Mikrobenmassen, wie Bierhefen, Baickerhefen, 
Torulahefen, wie man sie fiir ernaéhrungsphysiologische und biochemische Unter- 
suchungen in Masse bezieht, nur in Ausnahmefillen absolute Reinkulturen. 
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teten  Problemstellungen grunds&tzlich nichts am Ablauf der Erscheinungen; 
lediglich die AusmaBe und die Zeitpunkte sind etwas verschieden in dem Sinne, 
daB die alteren und auch doppelt so schweren Tiere im allgemeinen widerstand- 
fahiger geworden sind, vermutlich, weil sie u. a. gréBere Reserven mit in die Ver- 
suche bringen. 

Die Diaten sind durch ein hinreichendes Nahrstoffverhaltnis von 1:10 
(1 Tl. verdauliches Protein zu 10 Tin. Starkewert (Kalorien)) gekennzeichnet; 
sie enthalten wohl alles an Grund- und Ergainzungs-Nahrstoffen, was die Ratte 
benétigt. Die Versorgung mit fettléslichen Vitaminen einschlieBlich der ungesattig- 
ten Fettsiuren erfolgt durch standardisierten Medizinal-Lebertran DAB 6. Die 
wasserléslichen Vitamine werden durch gewisse Mengen von bester Bierhefe 
(Kernhefe) zugefiihrt, deren EiweiBgehalt natiirlich bei der Errechnung der Futter- 
zusammensetzungen beriicksichtigt wird. Variabel von Versuch zu Versuch ist der 
verwendete EiweiBtriger. Komplettes Milcheiwei8 in Form von stets frisch be- 
zogenem(!) Magermilchpulver oder neuerdings auch Eiklar-EiweiB werden als 
tierisches EiweiB von héchster biologischer Wertigkeit als Bezugsnormale gleich 
100 angenommen. Aus Griinden, die spiter noch erwahnt werden, werden die 
Didten teils auf Aquivalenz des Rohproteins (N x 6,25), teils auf 
Aquivalenz des verdaulichen EiweiBes berechnet und zusammengestellt. 
Dazu wurde vorher die Verdaulichkeit bzw. Resorbierbarkeit sowohl in vitro wie 
in vivo an ausgewachsenen Ratten unseres Inzuchtstammes bestimmt. 

Zur Ermittlung ‘der biologischen EiweiBqualitat werden die Ge- 
schwistertiere eines Wurfes oder mehrerer Wiirfe nach dem ,,Meander-Prinzip“‘ 
auf die zur Austestung gelangenden Diaten und auf die Vergleichsdiaéten (Milch 
oder Ei) gesetzt. Das Futter wird einmal am Tage zur gleichen Tageszeit stets im 
UberschuB gegeben, der Futterverzehr als ein wichtiges Merkmal taglich durch 
Erfassen der Tranwne bestimmt. Das Wasser (Kélner Leitungswasser) mit 35° 
Gesamtharte, davon 12° bleibende Harte, wird in Spezialtrinkflaschen gegeben; 
es wird in den Flaschen taglich erneuert. 

Auf eine Versuchs- bzw. Kontroll-Diat werden im allgemeinen 6—20 Tiere 
— in entscheidenden Fallen auch mehr — eingesetzt und jedes Tier fiir sich ge- 
halten. Die Gewichtsbestimmung erfolgt alle fiinf Tage zur gleichen Tageszeit vor 
der Versorgung mit neuem Futter mit einer Daimpfungs-Schnellwaage. Spater 
werden die Gewichtszunahme-Reihen im allgemeinen getrennt fiir alle mannlichen 
und alle weiblichen an einem Versuch beteiligten Ratten ermittelt. Aus den beiden 
Mittelwerten wird dann nochmals das Mittel genommen. (In einem Ausnahme- 
fall [II. Mitteil.] muBte von dieser Art der Mittelnahme abgewichen werden.) 


Die so erhaltenen Wachstumskurven, mittlere Gewichts-Zunahme 
in g als Funktion der Zeit in Versuchstagen, werden als MaBstab fiir die 
biologische Qualitat eines EiweiBes angesehen und diskutiert. 


Auf Grund unserer bisherigen Untersuchungen und Ergebnisse tiber 
die Eiwei8qualitaét sehen wir jedoch in den Wachstumskurven nur ein 
Kriterium. Wichtig ist auch der Mortalitatsquotient, d.i. das Ver- 
haltnis der wahrend einer 120-tagigen Versuchsdauer verendeten Tiere 
zu der Gesamt-Tierzahl einer Versuchsgruppe — und besonders aber der 
Nekrosequotient, d.i. das Verhaltnis der wahrend einer 120-tagigen 
Versuchsdauer an eindeutig erndhrungsbedingter Lebernekrose ein- 
gegangenen Tiere zur eingesetzten Gesamt-Tierzahl. Beide Faktoren 
werden bei der Beschreibung und Diskussion der Versuche mit Algen, 
Milcheiwei8B und EiereiweiB besprochen (II. Mitteilung). Auch die mitt- 
lere Futteraufnahme im Verlauf des ganzen Versuchs als Ausdruck 
der FreBlust ist ein beachtenswertes Merkmal, wie noch gezeigt werden 
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wird. Ihre Bestimmung ist bekanntlich zwar mit gewissen Ungenauig- 
keiten belastet, aber besonders auch fiir die Berechnung der EiweiB- 
wirksamkeit (EiweiBwirkungswert) unerlaBlich. 


Ubersicht itiber die Versuche 


Die im folgenden beschriebenen Versuche mit der kompletten Zell- 
substanz ‘der einzelligen Griinalge Scenedesmus obliquus, bei denen im 
Verlauf von fast drei Jahren mehr als zw6lf zu verschie- 
denen Zeiten geziichtete Proben des _ infrarot-getrockneten 
Materials an weibe Jungratten verfiittert wurden, gliedern sich in zwei 
Hauptgruppen, bei denen immer analog zusammengesetzte und somit 
vergleichbare Diiten mit héchstwertigem EiweiB tierischen Ursprungs 
(kompl. Kuhmilcheiwei8 bzw. Eiklar-Eiwei) an Geschwistertiere vom 
selben Wurf verfiittert wurden. 

T. Die Algen-Diaten enthielten noch geringe Zusehlage von Brotgetreide- 
EiweiB (Roggen- und Weizen-Vollischrot) neben dem wenigen EiweiB der Bierhefe, 
die wir zwecks Versorgung der Tiere mit den bekannten und noch unbekannten 
B-Vitamin-Faktoren zuzusetzen fiir notwendig hielten. 

a) Diese Rationen wurden auf Aquivalenz des Rohproteins (Nx 6,25) be- 

rechnet. e 

b) Diese Rationen wurden auf Aquivalenz des verdaulichen KiweiBes be- 

rechnet {I. Mitteil.). 

II. Die Algen-Diaten enthielten kein anderes EiweiB (,,monochromatische* 
Algen-Eiwei8-Diaten) auBer dem obligaten Zusatz von vitaminreicher Bierhefe. 


a) Normalversuche mit Jungtieren von rd. 50 g, 

b) Versuche mit rd. 100 g schweren Ratten, 

c) Normalversuche (50 g-Tiere) zum Vergleich von Algen-Eiwei mit dem 
KiweiB vom ,,Griinblatt‘* héherer Pflanzen (Luzerne, Spinat) (II. Mitteil. 
mit SchluBdiskussion). 


Versuchsgruppe I 


Bei den Algen-Diaten dieser Versuchsgruppe wurde ein geringer Zusatz von 
Roggen- und Weizen-Eiwei8 in Form von gleichgroBen Mengen Vollschrot dieser 
Cerealien neben dem Bierhefe-Eiwei8 gegeben. Das EiweiB der auf ein Nahrstoff- 
verhaltnis von 1:10 gebrachten Rattennahrung bestand zu 

77% aus Algen-EiweiB, 
15°%, aus Roggen- und Weizen-EiweiB (1:1), 
8°, aus Bierhefe-EiweiB (Cenovis Edelhefe oder kurz aufgekochte Kern- 
hefe aus der Brauerei). 
Alle EiweiBzusitze wurden auf Rohproteinbasis (N x 6,25) errechnet. 


Mit dem Zusatz von Roggen und Weizen in der genannten Menge 
verfolgten wir den Zweck, mit einer zunachst nicht allzu einseitigen Diat, 
in der aber trotzdem das Algen-Eiweif den Hauptanteil ausmachte, zu 
einer Beurteilung des biologischen EiweiSwertes der Algen und zu Be- 
obachtungen iiber ihr allgemeines Verhalten als Futtermittel zu gelangen. 
Mit dieser Dia&t-Zusammensetzung war aber auch gleichzeitig der An- 
schlu8 und Vergleich zu unseren friiheren Arbeiten mit A. Hock® iiber 


6 H. Fink u. A. Hock, Z. Naturforsch. 2b, 187 [1947]. 
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den biologischen Wert des EiweiBes verschiedener heterotropher 
Mikroorganismen wie Bierhefen, Bickerhefen, Holzzuckerhefen, Zell- 
stoffablaugenhefen, Vorhydrolysathefen — letztere drei sind Torula- 
hefen, geziichtet auf Holzzucker, Zellstoffablaugen, Vorhydrolysaten —, 
Aspergillus orycae, Oospora lactis (Biosyn), Penicillium notatum, Kefir 
usw. mdglich. Da bei all diesen Untersuchungsobjekten die Diat im 
Prinzip dieselbe war und ebenfalls 15% CerealeiweiB enthielt, war der 
Vergleich zwischen einem autotrophen und einer Reihe von 
heterotrophen Einzellern gegeben. Es soll daran erinnert werden, 
daB der Zusatz von gerade 15% Brotgetreide-EiweiB urspriinglich den 
Sinn hatte, dem Umstand Rechnung zu tragen, daB in der Eiweif-Ver- 
sorgung der deutschen Bevélkerung bis zum Beginn des zweiten Welt- 
krieges etwa 15% durch Brotverzehr gedeckt wurden. 


Tab. 1 zeigt die Zusammensetzung der Diaten. Wie ersichtlich, wurden bei 
der hier gleich 100 gesetzten Vergleichsdiat mit dem EiweiS von Magermilch- 
pulver 15% des Rohproteins durch Brotgetreide-Eiwei8 geliefert, also auch hier 
die Zusammensetzung 77 + 15 + 8 beim Rohprotein. 


Tab. 1. Zusammensetzung der Diaten, bezogen auf Trockensubstanz. 








i Rohprotein verd. Protein 
Auf der Basis von: —ajgendiat. | Milchdiat | Algendiat | Milchdiat 

DOU itis his hs Sistas toy So 19,71 — 21,10 a 

Magermilchpulver . . _ 21,05 -- 20,52 
Roggen. ... . Se 8,43 6,11 7,43 8,16 
Wome. 3h 0) aes 7,08 5,34 5,45 5,98 
Bierhefe ...... 1,92 1,45 1,40 1,54 
Lebertran. ..... 3,08 2,58 1,90 2,56 
Salzgemisch. . . . . 5,46 3,43 3,64 3,65 
BIATKS es. 5 Fate 54,46 60,06 59,08 57,90 














Auf die beiden Diaten wurden je zwanzig junge Albinoratten, Geschwister- 
tiere aus fiinf Wiirfen, Mannchen und Weibchen méglichst gleichmaBig nach dem 
Meander-Prinzip verteilt. Die Versuchsdauer betrug 120 Tage gegeniiber 90 Tagen 
friiher. Diese recht lange Beobachtungszeit, die den gréBten Teil der Wachstums- 
dauer bei unserem Rattenstamm ausmacht, erlaubt, entsprechend sichere Aus- 
sagen fiir die einzelnen Abschnitte des Wachstums zu machen. Die fast aus- 
gewachsenen Tiere haben dann Gewichte von rd. 270 g. 


Beobachtungen und Ergebnisse 


Versuchsgruppe la 

Schon wihrend der ersten zehn Tage fiel auf, daB die mittlere Futter- 
aufnahme pro Tag bei Tieren mit der Algen-Diat etwas besser war. Sie 
betrug bei den Algen-Tieren 11 bis 12 g, bei den MilcheiweiB-Tieren 9 bis 
10 g je Tag. 

In ahnlichem Verhialtnis blieb der tagliche Futterverzehr auch wih- 
rend der ganzen Versuchsdauer. Es ist bemerkenswert, daB das Algen- 
futter so gern von Versuchstieren gefressen wurde, deren ,, Vorfahren“ 
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kaum je Gelegenheit hatten, einzellige Griinalgen zu fressen. Die beste 
Futteraufnahme konnte bisher, wie wir bei mehrjahrigen Versuchen 
immer wieder feststellen konnten, beim MilcheiweiBfutter festgestellt 
werden. Wir werden auf diesen Befund spiter nochmal zuriickkommen. 

Das wichtigste Ergebnis zeigen jedoch die beiden nicht numerierten 
Wachstumskurven der Abb. 1; nach diesen hatten die Algentiere 
wahrend der ganzen Versuchsdauer von 120 Tagen ebenso gute und 
gleichmaBige Gewichtszunahmen wie die MilcheiweiBtiere. Die Streu- 
ungen innerhalb der je zwanzig weibliche und mannliche Jungratten 
umfassenden Gruppen waren gering. Alle 40 Tiere iiberlebten die Ver- 
suchsdauer von 120 Tagen, sie machten alle einen gesunden und munteren 
Eindruck. Das Haarkleid war schén glinzend und dicht. 


| 180 r” 
I 160 7 


140 








Abb. 1. Gewichtszunahme-Kurven von Albino- 
Ratten. Vergleich zwischen Diaten mit Algen- 


120 on ( ) und MilcheiweiB (----), verschiedenen 
1004 i, 2 Hefen (Brauerei-Nahrhefe (1), Buchenholzab- 
80 / 6 lauge-Hefe (3), Schimmelpilzen (Penicillium 

notatum) (2) und Champignon (4)) als Haupt- 
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\ J3 
60 Wy / 2 eiweiB-Quelle mit 15-proz. Zusatz von Roggen- 











404 und Weizen-Protein. Berechnet auf Roh-Protein. 
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Unsere Versuche hatten das neue und unerwartete Ergebnis, dab 
das EiweiB der einzelligen Griinalge Scenedesmus obliquus das Wachs- 
tum junger Albinoratten ebenso gut gewahrleistet wie das der Kuh- 
milch in Form des handelsiiblichen Magermilchpulvers. 

Interessant ist nun der Vergleich mit dem EiweiB anderer Mikro- 
organismen. Wir nehmen dazu Ergebnisse sowohl fritherer Unter- 
suchungen aus der Kriegszeit mit A. Hock, wie neuere Resultate aus 
unserer ernaéhrungsphysiologischen Station und zwar vorwiegend an 
heterotrophen Mikroorganismen. 


Um sie vergleichbar in die Abb. 1 aufnehmen zu kénnen, wurde bei einigen 
eine Umrechnung iiber die betreffende damalige Milcheiwei8-Kurve vorgenommen, 
was ja erlaubt erscheint, wenn man dabei die jeweiligen Verhaltnisse PilzeiweiB zu 
MilcheiweiB zugrunde legt. Unberiicksichtigt muBten dabei natiirlich einige 
methodische Anderungen und besonders Verfeinerungen bleiben, die wir inzwischen 
in den letzten Jahren eingefiihrt haben. Sie beeinflussen aber das Ergebnis dieses 
Vergleichs grundsatzlich kaum. 


Wir sehen, da8 beziiglich der biologischen Qualitat des EiweiBes — 
bestimmt an der wachsenden Ratte — keines der bisher untersuchten 
pflanzlichen Mikroben-EiweiBe das Algen-Eiweif} von Scenedesmus 
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obliquus in unseren Versuchsansatzen erreicht, in denen allerdings eben- 
falls noch 15% Brotgetreide-EiweiB und 8°, Hefe-EiweiB in der Diat 
enthalten war. 

Errechnet man, so wie wir das friiher angegeben haben, aus den Kurven bzw. 
den Gewichtszuwachs-Zeitwerten zahlenmaBige Relationen, so kommt man zu 
den biologischen EiweiBwerten der Tab. 2, die die Verhaltnisse noch klarer heraus- 
stellen. 

Tab. 2. Verhaltnis der biologischen Wertigkeit verschiedener Proteine bei Ratten. 





Milcneiwems, 2... 9: + 6 + 3s 100 | Aspergillus orycae. ....... 44 
SEL TTL Ah es uate eam NER 90 | ,,Biosyn“ (Oospora lactis) . . . . 53 
Brauerei-Nahrhefe ....... ed i re 54 
Strohvorhydrolysathefe .... . 64 | Bei der Penicillin-Herstellung an- 
Buchenholz-Sulfitablaugenhefe . . 34 fallendesMycel. ....... 
Holzzuckerhefe. ........ SO PRMROHER Vac: aioe coe ss an 108 


Versuchsgruppe Ib 

Gegen die bisherigen Versuche hatte ein Einwand erhoben werden 
konnen, der die verschiedene EiweiBverdaulichkeit einerseits der 
Algen, andererseits des MilcheiweiBes aber auch der heterotrophen 
Mikroorganismen betrifft. Diese liegt — wie wir in Versuchen in vivo 
und in vitro feststellen konnten — bei der uns zur Verfiigung gestellten 
getrockneten Algenzellsubstanz bei rd. 60% (iibrigens ahnlich wie bei den 
Schimmelpilzen, z. B. Penicillium notatum, Aspergillus orycae, Oospora 
lactis), wihrend sie bei Hefen bekanntlich bei rd. 90° liegt, wobei nach 
Angabe der Literatur und eigenen Untersuchungen die Rasse und Her- 
kunft der betreffenden Hefe keinen besonderen Einflu8 zu haben scheint. 
Nimmt man nun an, was nach den gefundenen Anschauungen durchaus 
erlaubt erscheint, daB der unverdauliche Anteil des EiweiBes als inerter 
Balast durch den Magen-Darm-Trakt geht, so wiirde bei unseren bis- 
herigen Diadtzusammenstellungen, bei denen auf Aquivalenz des Roh- 
proteins gerechnet wurde (77 : 15 : 8), bei den EiweiBtrigern mit den 
niedrigen Verdaulichkeitswerten nicht nur insgesamt weniger ausnutz- 
bares und entsprechend mehr unausnutzbares EiweiB angeboten, son- 
dern es wiirden sich auch die effektiven Verhaltnisse der eiweiBliefernden 
Komponenten verschieben. Es wiirde z. B. in einer Hefedidit oder auch 
in einer MilcheiweiB-Diat, die ebenfalls nach dem Verhaltnis der Roh- 
proteingehalte 77 : 15 : 8 aufgebaut ist, der relative Anteil an Roggen- 
und Weizen-EiweiB und auch an Bierhefe-EiweiB (8°/,) und damit auch 
deren eventueller Einflu8 auf das Ergebnis der Fiitterungsversuche un- 
bedeutender sein als bei einer Algen- oder Schimmelpilz-Diat. Wie groB 
dieser EinfluB auf das Versuchsergebnis letzten Endes ist, laBt sich von 
vornherein natiirlich nicht sagen. 

Wir haben deshalb — ebenso wie wir das bei friiheren untersuchten 
Objekten wie Penicilliwm notatum und Champignon taten — auch bei 
der einzelligen Scenedesmus-Alge die Versuche nochmals durchgefihrt, 
wobei diesmal die Diditen auf Aquivalenz des verdaulichen Ei- 
weiBes berechnet wurden. 
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Wir waren uns aber im klaren dariiber, daB auch hierdurch keine ideale 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse erreicht werden konnte; denn bei dieser zwar 
exakter erscheinenden Berechnungsart war der Anteil an Rallast mit unverdau- 
lichem Eiwei8 in den einzelnen Diaten verschieden groB, was uns aber als das 
geringere Ubel erschien, unbeschadet unserer Ansicht, da® die noch wenig be- 
kannten Einfliisse dieses Anteils auf den gesamten Ablauf des Verdauungsvorganges, 
besonders auch auf die Darmbakterienflora, vermutlich nicht ganz unbetrachtliche 
sein diirften. 

Wie dem auch sei, die Erginzung und Erweiterung unserer ersten Versuchs- 
reihe (Ia), die auf Aquivalenz des Rohproteins berechnet war, durch eine zweite 
Versuchsserie, in der die Diaten auf Aquivalenz des verdaulichen EiweiBes ein- 
gestellt waren, muBte auf alle Fille zu einer eindeutigen Beurteilung des biologischen 
EiweiBwertes der Griinalge fithren und auch zu einer Vergleichbatkeit mit dem 
friiher von uns untersuchten Mikrobenmaterial. 








| 180 i 3 
9 160+ i. | 
4 160 } 1 
m0 | 7 | Abb. 2. Gewichtszunahme-Kurven von Al- 
120; At bino-Ratten, aufgezogen einerseits mit 
100 | 7. | Algen-Diat ( ) andererseits, mit Milch- 
. ak | eiweif-Diat (----), jeweiis mit Zulage von 
00) | Roggen- und Weizen-Protein.. Berechnet 
604 fy | auf verdauliches Protein. 
404 ae L. | Ordinate: Mittlerer Zuwachs in g, Abszisse: 
0 | | Versuchstage. 
ee LE eee 
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Die Algendiaét und zum Vergleich die MilcheiweiB-Diat enthielten 
nun jeweils 77% verdauliches Eiweif — der Hauptproteintrager 


Scenedesmus obliquus einerseits und Magermilchpulver andererseits. 

Zum Einsatz kamen je acht Jungratten, Geschwistertiere mann- 
lichen und weiblichen Geschlechtes aus drei Wiirfen. Wahrend des wieder 
auf 120 Tage ausgedehnten Aufzuchtversuches fiel auch diesmal die 
etwas gréBere Futteraufnahme der Algentiere auf gegeniiber den Milch- 
eiweiBtieren, die ihrerseits sehr gut fraBen. 

Bestand bei der ersten Versuchsgruppe die Deutungsméglichkeit, die reich- 
lichere Futteraufnahme bei den Algentieren sei dadurch bedingt, daB die Tiere 
deshalb mehr von der Algendiat fraBen, weil diese aus den oben erwahnten Griinden 
etwas armer an verdaulichem Eiwei8 war und die Tiere sich mit reichlich EiweiB 
versorgen wollten, so konnte diese Erklarung diesmal nicht in Frage kommen. 
Es scheint eben doch daran zu liegen, daB die getrocknete Scenedesmus- 
Algenmasse den Appetit der jungen Albinoratten anregt. 

Die Gewichtszuwachskurven (Abb. 2) als Gradmesser der biolo- 
gischen EiweiSqualitét sprechen auch diesmal wieder daftr, daB das 
verdauliche EiweiB der Algen demjenigen von getrockneter Magermilch 
mindestens gleichwertig ist. In den absoluten Gewichtszunahmen war 
bei den Algentieren gegeniiber der ersten Versuchsgruppe (Ia) fast kein 
Unterschied festzustellen. Der auch hier wieder sehr gleichmaBige und 























Bd. 305 (1956) EiweiBqualitat einzelliger Griinalgen I 191 


ungestorte Verlauf des Wachstums ist ein gutes Zeichen fiir ein Futter- 
mittel. Dies war aber bei den MilcheiweiB-Tieren diesmal nicht der Fall. 
Die Tiere nahmen — wenigstens zeitweise — langsamer zu. Die Unter- 
schiede sind allerdings wihrend des gréBten Teils der Versuchsdauer 
nicht signifikant*. Gewisse UnregelmaBigkeiten im Verlauf der Kurve 
sind bedingt durch Todesfille schwererer oder leichterer Tiere. 

Von den MilcheiweiBtieren starben zwei Tiere am 40. bzw. am 45. 
Versuchstag. Es wurde eindeutig Lebernekrose als Todesursache fest- 
gestellt. Alle iibrigen Ratten iiberlebten die Versuchsdauer und machten 
einen durchaus gesunden und munteren Eindruck. Bei der Sektion, am 
Ende des Versuches konnten keine krankhaften oder sonstigen Verande- 
rungen der inneren Organe festgestellt werden. 

Der EiweiBwirkungswert war im Mittel fir das Algenfutter 
etwas besser und zwar wahrend des ganzen Wachstumszeitraumes. 
Bringt man nimlich den Futter- bzw. EiweiBverzehr zu den erzielten 
Gewichtszunahmen in Beziehung, so ergeben sich folgende Werte: 


Tab. 3. Mit 1 g Protein erzielte Gewichtszunahme. 

















Diat nach 40 Tagen | nach 80 Tagen | nach 120 Tagen 
call ane hete sso: oy 2,78 2,13 TY aes 
Trocken-Magermilch . . 2,43 1,96 1,56 


Wir kommen auf diesen Punkt nochmals zuriick, wenn wir in den 
spateren Veréffentlichungen die Versuche mit unseren ,,monochroma- 
tischen“ Algendiiten, d. h. mit den Diaiten, deren Eiweif zu 92°, (!) aus 
AlgeneiweiB bestand, besprochen haben werden. 


Zusammenfassung 


Der biologische Wert des Proteins der einzelligen Griinalge Scenedes- 
mus obliquus (Kriiger), gepriift am Wachstum junger Albinoratten. er- 
wies sich dem des Proteins getrockneter Magermilch mindestens gleich- 
wertig und allen bisher mit dieser Methodik von uns untersuchten Ei- 
weiBen pflanziicher Herkunft iiberlegen. 

Bei keinem mit AlgeneiweiB ernahrten Tier konnte alimentire Leber- 
nekrose beobachtet werden. 


Summary 


The biological value of the protein of the unicellular green algae 
Scenedesmus obliquus (Kriiger) has been investigated in growth ex- 
periments with young albino rats. It was found that the biological value 
is at least as high as that of the protein of dried skim milk and higher 
than that of all vegetable proteins hitherto examined by this method, 
No dietary liver necrosis was observed in animals fed with algal protein. 


* Der Einsatz von mehr als 8 Tieren war angesichts der damals knappen 
Algenlieferung nicht méglich. 
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Der Anteil der Restreduktion 
am normalen und erhéhten ,,Blutzucker* 
Von 
D. Lohmann 
Aus der Medizinischen Universitaétsklinik Leipzig, Direktor: Prof. Dr. Dr. h. c. M. Biirger 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1956) 


Bei der Bestimmung der Reduktionskraft des enteiweiBten Blutes 
werden bekanntlich neben der Glucose auch andere reduzierende Sub- 
stanzen mit erfaBt, die sogenannte Restreduktion (RR). Dazu gehéren 
neben Zwischenprodukten des Kohlenhydratstoffwechsels vorwiegend 
Aminosauren, Glutathion, Kreatin, Kreatinin, ferner Glucosamin und 
Glucuronséure!. Eine hohere Spezifitat der Glucose-Bestimmung wurde 
vorwiegend mittels Entfernung der stérenden Stoffe durch bessere Fal- 
lungsmittel bzw. Ionen-Austauscher oder auch Anwendung kolorimetri- 
scher Methoden zu erreichen versucht?. Die direkte Isolierung und Be- 
stimmung der Glucose bereitete bis zur Einfiihrung verteilungschromato- 
graphischer Methoden, vor allem der Papierchromatographie, erhebliche 
Schwierigkeiten. Zur Ermittlung der Héhe der RR wurde deshalb zu- 
meist die Reduktionskraft des Blutes vor und nach Vergiarung der Glu- 
cose gemessen*. Bei Gesunden wurden dabei Werte bis 30 mg% (gerech- 
net als Glucoseaiquivalente) gefunden. Bei Diabetikern sind bisher nur 
wenige Untersuchungen durchgefiihrt worden, obgleich die Frage, ob die 
Erhéhung des Blutzuckers (BZ) bei ihnen nur durch Glucose bedingt ist. 
oder ob die RR in gleichem MaBe mit dem BZ zunimmt, fiir klinische 
und Probleme des Stoffwechsels von erheblicher Bedeutung ist. Diese 
Frage wurde bisher widersprechend beantwortet. Da sich mit Hilfe der 
Papierchromatographie die Glucose auch quantitativ gut erfassen laBt, 
habe ich nochmals in einer gréBeren Anzahl von Fallen den Blutzucker 
nach Hagedorn-Jensen‘ und den Gehalt an ,,;wahrer Glucose“ papier- 
chromatographisch® bei Gesunden und Diabetikern bestimmt. 


Beschreibung der Versuche 


Zur papierchromatographischen Bestimmung der wahren Glucose wurde, im 
wesentlichen nach den Angaben von Wallenfels®, folgendermaBen gearbeitet: 


1 K. Lehnartz, Chem. Physiologie, Springer Verlag, Berlin 1952. 

2 H. Frank u. F. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]; R. E. Strange, 
F. A. Dark u. A. G. Ness, Biochem. J. 59, 172 [1955]; J. Schmér, Klin. 
Wschr. 88, 449 [1955]. 

3 E. Grafe u. H. Sorgenfrey, Dtsch. Arch. klin. Med. 145, 294 [1924]. 

4 H.C. Hagedorn u. B.N. Jensen, Biochem. Z. 1385, 46; 187, 92 [1923]. 

5 H. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. F. Cramer, Papierchromato- 
graphie, 2. Aufl., Verlag Chemie, Weinheim 1954. 
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0,1 ccm Blut wurden morgens niichtern aus dem Ohrlappchen entnommen 
und in 1,5 cem eines Ather-Alkoholgemisches (1 Tl. Ather + 3 Tle. Methanol) aus- 
geblasen. Diese EnteiweiBungsmethode erwies sich als giinstiger, da sie einen fein- 
flockigen Niederschlag liefert. Das Sediment wurde abzentrifugiert und 2mal mit 
1 ccm Methanol nachgewaschen. Die Lésung wurde dann mit etwa 1 g eines Ge- 
misches von Jonen-Austauschern (Wofatit KPS 200 und L 150) behandelt. Danach 
erfolgte zweimaliges Nachwaschen mit Alkohol. Die Fliissigkeit wurde bei 37° zur 
Trockne eingeengt. Nach Wiederaufnahme in 0,2 ccm aqua dest. (bei héheren 
BZ-Werten entsprechend mehr) wurden davon 0,05 ccm auf einen Streifen zur 
Papierchromatographie aufgetragen. Es wurde mit dem Lésungsmittelgemisch 
Pyridin, Butanol, Wasser (2: 3: 1,5) aufsteigend chromatographiert. Die Laufzeit 
betrug etwa 14 Stunden. Nach Trocknung der Streifen bei 90° wurde TTC-Lésung 
aufgespriht (2% TTC* und 1l-n. NaOH im Verhiltnis 1:1). Entwickelt wurde 
5 Min. bei 75° in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare, danach bei 37° ge- 
trocknet. Der Glucosestreifen sowie zwei Papierstreifen (zur Anlegung einer Blind- 
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wertkurve) wurden mit Pyridin + konz. Salzsiure (9 Tle. + 1 Tl.) eluiert. Nach 
3maliger Eluierung mit je 5 com dieses Gemisches war das Papier vollig entfarbt. 
Die Ablesung erfolgte im Pulfrich-Photometer mit dem Filter S 50. Die in der 
Abbild. dargestellte Eichkurve zeigt eine gute lineare Abhangigkeit der Extinktion 
von dem Glucosegehalt in einem Bereich zwischen 10 y und 100 y. Um etwaige Ver- 
luste durch die Chromatographie auszuschlieBen, wurden vergleichsweise auch Eich- 
werte nach chromatographischer Wanderung bestimmt. Wie die Abbildung zeigt, 
tritt bei den Zuckern kein Verlust durch die Chromatographie ein wie z. B. bei 
den Aminoséuren’. Tab. 1 zeigt ferner, daB auch verschieden hohe Glucosezusatze 
zu einer iiblichen Bestimmung in guter Ubereinstimmung wiedergefunden wurden. 
Samtliche Werte der Untersuchungen stellen das Mittel aus zwei Bestimmungen 


Tab. 1. Testanalysen mit zu dem enteiweiBten Blut zugesetzten Glucosemengen. 





Zugesetzte Glucose in mg% 





0 100 | 200 | 300 
M. H. 67 161 264 ts 
A.N. 65 152 250 = 
O. K. 37 pi 240 338 








Gefundene ,,wahre“ Glucose in mg% 





_* Triphenyltetrazoliumchlorid (Merck). 
6° K. Wallenfels, E. Bernt u. G. Limberg, Angew. Chem. 65, 581 [1953]. 
7 E. Kofrany, diese Z. 299, 129 [1955]. 
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dar. Die Abweichungen betrugen dabei im Durchschnitt +- 3°%, maximal + 10%. 
Die Analysen wurden insgesamt bei 130 stationaéren und ambulanten Diabetikern 
und. vergleichsweise 35 stoffwechselgesunden Personen durchgefiihrt. 


Ergebnisse ” 


Tab. 2 zeigt die Anzahl der untersuchten Fille, die jeweils der glei- 
chen Hohe der Restreduktion zuzuordnen sind. Die Werte der Gesunden 
liegen (mit einer Ausnahme) séimtlich in dem Bereich von 0—40 mg®, 
RR (als Glucoseiquivalente). Dieser Bereich ware demnach als der nor- 
male anzusehen. Von den untersuchten Diabetikern liegen aber hier nur 
47°%,, wahrend 53°, zum Teil erheblich héhere Werte aufweisen. Die 
absoluten Werte der RR liegen also bei 53°/, der Diabetiker iiber denen 
der Gesunden. 


Tab. 2. Héhe der Restreduktion in Glucoseaiquivalenten bei Gesunden und bei 














Diabetikern. 
Restreduktion in mg, . ‘35 Gesunde | 130 Diabetiker 
O— 20 15 (43%) 30 (23%) 
_21— 40 19 (54%) 31 (24%) 
41— 60 1 (3°) 37 (28°) 
60—100 0 22 (17°,) 
100 0 10 (8°) 
Tab. 3. Anteil der Restreduktion am Gesamt-Blutzucker bei Gesunden und bei 
, Diabetikern 
Anteil der Restreduktion pie Y , a ae 
am ,,Blutencker“ in %, 35 Gesunde 130 Diabetiker 
0— 9 7 (20%) 4. 28 (18%) 
10— 19 6 (17%) 28 (22% 
20—29 10 (29%) | 30 (23%) 
30—39 11 (31%) 26 (20%) 
40—49 1 (3%) | 20 (15°) 
50—60 0 | 3 (2%) 





Ein wesentlich anderes Bild ergibt sich, wenn wir die RR in Be- 
ziehung setzen zur Hohe des BZ (Tab. 3). Hier liegen die Werte der 
Gesunden (wieder mit der gleichen Ausnahme) zwischen 0 und 40%. In 
diesem Bereich liegen aber auch 83°, der Diabetiker und nur 17%, 


(gegentiber 3°%, bei Gesunden) weisen einen héheren Anteil der RR auf. 


Kin Vergleich der Zahlen der Tab. 2 und 3 ergibt, daB in 53°%, die 
Absolutwerte der RR bei Diabetikern erhoht sind, dagegen nur in 17°, 
ihr prozentualer Anteil am Gesamt-BZ. Die RR steigt also in den meisten 
Fallen bei Diabetikern parallel zum BZ an. Ob es sich bei den Ausnah- 
men um bestimmte Typen von Diabetikern handelt, ferner der Einflu8 
von Diat, Insulin usw. auf die RR, soll in einem klinischen Teil der 
Arbeit untersucht werden. 
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Zusammenfassung 


Die vergleichende Untersuchung des Blutzuckers nach Hagedorn- 
Jensen und der ,,wahren Glucose“ im Blute (papierchromatographisch) 
bei 35 Gesunden und 130 Diabetikern ergab, daB die Diabetiker zu 53°, 
eine absolute Zunahme der Restreduktion gegeniiber den Gesunden 
zeigten. Der prozentuale Anteil der Restreduktion am Blutzucker war 
jedoch nur in 17°, der Faille bei den Diabetikern erhéht. Die Restreduk- 
tion steigt also in den meisten Fallen parallel zum Blutzucker an. 


Summary 


Comparative determination of the blood sugar by the method of 
Hagedorn-Jensen and of the true glucose in the blood by means of 
paper chromatography has been carried out with 35 healthy persons and 
130 diabetic patients. It was found that 53 per cent of the diabetic 
patients showed an absolute increase in the non-glucose reducing sub- 
stances while only 17 per cent showed an increase in relation to the total 
blood sugar. Thus, in the majority of cases the non-glucose reducing 
substances show a parallel increase to the blood sugar. 
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Untersuchungen iiber die proteolytische Wirkung 
des Saftes der Kartoffelknolle 


Von 
Albert Niemann 


Aus dem Institut fiir Biochemie der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Hann.-Miinden (Direktor: Oberreg.-Rat Dr. E. Pfeil) und dem Agrikulturchemischen Institut der 
Universitat Géttinzen (Direktor: Prof. Dr. F. Scheffer) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. April 1956) 


Uber proteolytische Fermente in der Kartoffelpflanze sind bisher 
nur wenige Arbeiten erschienen. Im Zusammenhang mit den Virus- 
krankheiten der Kartoffel gewinnen aber proteolytische Vorginge eine 
besondere Bedeutung. Die Erreger dieser Krankheiten sind hochmole- 
kulare Proteine ohne eigenen Stoffwechsel, die durch Einschaltung in 
den Stoffwechsel der Wirtszellen die Fahigkeit zur Vermehrung erlangen. 
Dabei wird zweifellos das eiweiBbildende System der Zellen verandert!.— 
In dieser Arbeit werden einige Eigenschaften des proteolytischen Fer- 
mentes des Saftes der Kartoffelknolle beschrieben und eine Bestim- 
mungsmethode fiir die Fermentwirkung, die auch fir Serienunter- 
suchungen geeignet ist, angegeben. Der Einflu8 von Viruskrankheiten 
soll spiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

Tracey? wies in den Blaittern von Tabak, Kartoffel und anderen 
Nachtschattengewachsen durch Gelatinespaltung ein proteolytisches 
Ferment nach, dessen Wirkungsoptimum bei px 5 liegt und hierin mit 
dem Papain iibereinstimmt*. Zum Nachweis der proteolytischen Fer- 
mentwirkung im Knollensaft der Kartoffel wurden daher die fir das 
Papain beschriebenen Methoden gepriift und dieses Ferment als Ver- 
gleichssubstanz benutzt. 


Methodik 


Gelatinespaltung: Die Titration der freigesetzten Carboxylgruppen in 
alkoholischer Lésung nach Willstatter und GraBmann‘* zur Messung der 
Gelatinespaltung durch den Saft der Kartoffelknolle war wenig geeignet, da die 
Titrationswerte nur klein waren und infolge des unscharfen Umschlags des Thymol- 
phthalein-Indikators sehr streuten. Die Herabsetzung der Alkoholkonzentration 

1 G. Schramn, Die Biochemie der Viren, Springer Verlag Berlin, Gottingen, 
Heidelberg 1954. 

2M. V. Tracey, Biochem. J. 42, 281 [1948]. 

3 §.a. Sammelreferat iiber Papain von F.Turba und A. Schaffner, 
Fermentforsch. 17, 63 [1942]. 

4 R. Willstatter, W. GraBmann u. O. Ambros, diese Z. 151, 286 [1926]; 
R. Willstatter u. W.GraBmann, ebenda 188, 184 [1924]. 
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auf 60%, wie Willstatter und Waldschmidt-Leitz® fiir die Titration von 
Proteinen und Peptonen vorschlugen, und die potentiometrische Titration der 
Gelatinelésungen ergaben keine Verbesserung der Ergebnisse. Die Farbunterschiede 
bei der kolorimetrischen Bestimmung der nicht gespaltenen Gelatine mit Amido- 
schwarz 10 B nach dem Verfahren, das GraBmann® bei der Elektrophorese von 
Proteinen anwendete, waren noch geringer als die Titrationsdifferenzen. 

Casein- und Hamoglobinspaltung: Eine vielfach angewandte Methode 
zur Messung der Proteolyse ist die kolorimetrische Bestimmung der in Trichlor- 
essigsiure léslichen Spaltstiicke von Substraten, die Tyrosin, Tryptophan oder 
Cystein enthalten. Diese geben mit dem Phenolreagens von Folin und Ciocalteu’ 
eine Blaufarbung, die dem Beerschen Gesetz folgt. Anson’ verwendete Hamo- 
globin u.a. zum Nachweis der Papainwirkung, Abderhalden® Casein zur Be- 
stimmung geringer Trypsinmengen. Fries!° konnte bei geringen Trypsinmengen 
die Uberlegenheit der Kolorimetrie gegeniiber der Titration nach Willstatter 
zeigen. Die kolorimetrische Bestimmung der Spaltung ist unabhangig davon, ob 
die primaren, in Trichloressigsaure léslichen Spaltprodukte der Proteinase evtl. 
durch Peptidasen weiter abgebaut werden, wahrend die Titration alle gespaltenen 
Peptidbindungen erfaBt. Da die Farbung auf Grund des Gehalts der léslichen Spalt- 
stiicke an den drei genannten Aminosauren entsteht, ist eine unmittelbare Aussage 
iiber den Grad der Proteolyse nicht méglich. Man kann jedoch bei Einhaltung von 
Standardbedingungen den relativen Proteinasegehalt in einem Praparat angeben. 
In spateren Untersuchungen (noch nicht veréffentlicht) konnte gezeigt werden, 
da8 im py-Wirkungsbereich des Papains im Knollensaft der Kartoffel nur ein 
proteolytisches Ferment wirksam ist. 

Nitrocaseinspaltung: Dieses von E. v. Pechmann!" beschriebene Sub- 
strat kann ebenfalls fiir Knollensafte verwendet werden. Die Methode entspricht 
der Caseinspaltung; es entfallt jedoch die Reaktion mit dem Phenolreagens. 

Spaltung der Proteine des Knollensaftes: Die Proteine des Knollen- 
saftes werden unter den Bedingungen der Caseinspaltung ebenfalls von der Knollen- 
proteinase angegriffen. Auf Grund ihres Tyrosingehalts von 4%, ist die kolori- 
metrische Bestimmung dieser Reaktion mit dem Phenolreagens méglich. 


Ergebnisse 


Fiir die Bestimmung des proteolytischen Fermentes des Knollen- 
saftes waren die Substrate Casein und Hamoglobin besser geeignet als 
Gelatine und Nitrocasein. Die Eigenschaften des Fermentes wurden 
daher im wesentlichen am Casein untersucht. 

Reaktionszeit der Proteinspaltung: In zahlreichen Arbeiten 
iiber die Wirkung proteolytischer Fermente bestimmen die Autoren nur 
die Anfangsgeschwindigkeiten der Spaltungen. Bei der kolorimetrischen 
Messung besteht oft keine Proportionalitat zwischen Fermentgehalt und 
Farbwert, obwohl speziell die Reaktion von Tyrosin, Tryptophan und 
Cystein mit Folin-Reagens zu geradlinigen Eichkurven fiihrt (Abb. 1). 

5 R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 
2988 [1921]. 

6 W.GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1950]. 

7 O. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 738, 627 [1927]. 

8M. L. Anson u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. 16, 59 [1933]; 17, 153 
[1934]; M. L. Anson, ebenda 20, 561 [1937]; 22, 79 [1939]. 

® R. Abderhalden, Fermentforsch. 17, 591 [1945]. 

10 W. Fries, Allg. Z. Psychiatrie 122, 338 [1943]. 

ul E. v. Pechmann, Biochem. Z. 321, 248 [1950]. 
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Mit langeren Reaktionszeiten und gréBeren Verdiinnungen der 
Fermentlésungen wurde fiir die Casein- und Himoglobinspaltung durch 
die Proteinase des Knollensaftes Proportionalitit zwischen Enzymgehalt 
und Extinktion innerhalb des giinstigen MeBbereichs von 0,1 bis 1,0 er- 
reicht, wie Abb. 2 fiir die Casein- und Himoglobinspaltung nach 16 Stdn. 
zeigt. Den zeitlichen Verlauf der Spaltungen zeigt Abb. 3. 
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Abb. 1. Eichkurve der Folin-Reaktion mit Tyrosin (1), Tryptophan (2), Cystein (3) 
in Trichloressigsiurelésung. Einwaage 0,25 mg/m/ Aminosaure. 
Abb. 2. Casein- und Hamoglobinspaltung bei steigender Fermentkonzentration. 


16 Stdn. bei po 5. Rohsaftpriparat. Kurve 1: Casein; Einwaage 10 mg/ml Prap. 
Kurve 2: Hamoglobin; Einwaage 50 mg/m/ Prap. (Blindwerte nicht abgezogen). 








12 
{9} CO le 127 Wis | Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der 
2 — —— Casein- und Hamoglobinspaltung 


§ 06 4 


if 
ae durch Préparat F 71 (45%). Ein- 
S06 a itll, waagen: Casein: 1. 0,5 ‘mg/ml; 
| 
-_ 








2.0,25 mg/ml; Hamoglobin: 3. 2mg/ 
ml; 4, 1 mg/ml. 














Aus technischen Griinden wurden die Spaltreaktionen nach 16Stdn. 
beendet. Nach dieser Zeit betrug die Spaltung beim Casein 82%, beim 
Hamoglobin 92%, des Endwertes. Da die Proteinase des Knollensaftes 
jedoch beim Casein etwa den fiinffachen Farbwert wie beim Hamoglobin 
erzeugt, wird fir Serienversuche Casein als Substrat vorgeschlagen. 

pu-Abhangigkeit: Beim Papain liegt das pa-Optimum nach 
Untersuchungen von Hoover und C. Kokes™ zu Beginn der Spalt- 


122 §. R. Hoover u. E. L. C. Kokes, J. biol. Chemistry 167, 199 [1947]. 
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reaktion bei px 7 und spiter eindeutig bei py 5. Bei der Kartoffelpro- 
teinase liegt das Optimum am Anfang zwischen px 5,5 und 6, wie Abb. 4 
zeigt, bei der Versuchszeit von 16 Stdn. eindeutig bei px 5 fiir Haimo- 
globin, Casein und Knollensaftprotein (Abb. 5). 

Einflu8 von Aktivatoren: Die Aktivierung oder Hemmung der 
Knollenproteinase durch verschiedene Reagenzien entspricht qualitativ 
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der Wirkung dieser Stoffe auf das Papain. Quantitativ ist sie beim 
Kartoffelferment kleiner, wie aus Tab. | fiir die Caseinspaltung hervor- 
geht. Die Aktivierung nimmt zu in der Reihenfolge Jodid, Sulfit, Blau- 
siure, Schwefelwasserstoff. Eindeutig gehemmt wird das Kartoffelfer- 
ment durch Jod, Benzochinon, Jodacetat, Fe!!!-Ionen und Wasser- 
stoffperoxyd. Die Peroxydhemmung kann durch Schwefelwasserstoff 
teilweise aufgehoben werden. Hexacyanoferrat(II)- oder (III)-, Magne- 
14* 
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sium- und Mangan-Ionen sind offensichtlich ohne EinfluB. Fe!!-Ionen 
hemmen nur wenig. Ein EinfluB der Substrate ist aus Tab. 2 nicht zu 
entnehmen. 

Eine Erhéhung der Temperatur wahrend der Aktivierungszeit vor 
der Spaltung bleibt bis 55° ohne EinfluB. Oberhalb dieses Punktes be- 
ginnt das EiweiB der Fermentlésung auszuflocken, und die Fahigkeit zur 
Spaltung nimmt sehr schnell ab. Die I naktivierung ‘durch Temperatur- 
erhéhung ist irreversibel. Die starke Temperaturerniedrigung wahrend 
der Gefriertrocknung verandert die Enzymwirkung nicht. 


Tab. 1. Aktivierung von Papain und Kartoffelproteinase. Extinktionen der 
Caseinspaltung nach 16 Stdn., py 5,5. Filter S 72, 10-mm-Kiivette. 








Aktivator Papain Saft (G) Saft (K) 
Schwefelwasserstoff ........ 1,44 0,47 0,45 
Blausaure . . Wh esta Bt a Pea ; 0,45 0,41 

- (ohne Aktiv. ) 5 a ae 0,34 0,37 0,33 
W asserstoffperoxy ‘toga oe te eee ( 1,01 0 0,01 
OUIDONIAG Sooke) ais Gwe me eS 0,02 0,01 0 











Tab. 2. Wirkung verschiedener Stoffe auf Kartoffelproteinase. Extinktionen der 
Casein-, Hamoglobin- und Kartoffelproteinspaltung nach 16 Stdn., py 5,5 
Filter S 72, 10-mm-Kiivette. 








Aktivator Casein Hamoglobin |Kart.-Protein 

--- (ohne Aktiv.) ........ 0,50 0,31 0,52 
Schwefelwasserstoff ........ 0,63 0,40 0,73 
a ehh 0,61 0,39 0,69 
Kaliumjodid ........... 0,59 0,36 -- 
Natriumsulfit . . Pee ees 0,58 0,36 0,51 
Kaliumhexacyanoferrat(II) _ Saeeetias 0,49 0,37 _ 
Kaliumhexacyanoferrat(III) . . . . 0,53 0,36 — 
Magnesiumsulfat ......... 0,51 0,32 — 
Mangansulfat. .......... 0,49 0,31 — 
Misentidj-uliat 3. ws ee 0,40 0,32 0,21 
Eisen(III)-sulfat ......... 0,06 0,04 ~ 

"Ua pe ae res 25 ko 0 0 0,06 
Bien roe he ee es 0 0 — 
Benzochinon . . . ei atest ok 0,02 0,01 -- 
Wasserstoffperoxyd . . oe 0,02 0,04. 0,12 
Peroxyd/ Schwefelwasserstoff . . . . 0,26 0,19 -- 











Spaltung der Proteine des Knollensaftes (Autolyse): 
Durch Ammoniumsulfatfallung und Dialyse wurden aus Knollensaft 
elektrolytfreie, fermenthaltige Eiweifpraiparate hergestellt (noch nicht | 
veroffentlicht). Unter den Bedingungen der Caseinspaltung trat in den/ 
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waBrigen Lésungen dieser Priiparate Autolyse ein, die nach Fallung mit | 
Trichloressigsiure und Reaktion mit dem Phenolreagens von Folin’! 
kolorimetrisch gemessen wurde. Die pu-Abhangigkeit (Abb. 5) und die | 
Aktivierungserscheinungen (Tab. 2) entsprechen der Casein- und Hiémo- — 
globinspaltung. 
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Beschreibung der Versuche 
Fermentlésungen 


1. Knollenrohsaft, der durch Zerreiben der Knollen auf einer Kunststoffreibe 
oder in der Fruchtsaftzentrifuge hergestellt und mit 12000 U/Min. zentri- 
fugiert wurde. 

2. WaBrige Lésungen von EiweiBpraparaten, die aus Rohsaft durch Ammo- 
niumsulfatfallung, Dialyse und Gefriertrocknung hergestellt wurden. 

3. Papainlésungen, aus dem Praparat Papain-Merck (1 : 3500). 
Pufferlésungen: Citrat-Phosphat-Boratpuffer nach Teorell und Sten- 

hagen!’, Die py-Werte wurden m1‘ einer hochohmigen Glaselektrede direkt in 
den Spaltansaétzen gemessen. 


Substratlésungen 


Gelatinelésung: 3 g Gelatine wurden in 75 ml Wasser, 25 m/ Puffer und 
1 ml Thymollésung gelést. Spaltansatz: 1 ml gepufferte und aktivierte Enzym- 
lésung wurde mit 5 m/ Gelatinelésung gemischt und auf 40° erwarmt. Zur Messung 
der Spaltung wurden 2 ml dieser Lésung mit 18 ml Athanol versetzt und mit 
n/20- oder n/100-athylalkohol. Kalilauge gegen Thymolphthalein titriert. Zur Be- 
stimmung der nicht gespaltenen Gelatine wurden von jeder Lisung 3 x 0,005 ml 
auf einen Streifen Whatman-I-Papier iibertragen und getrocknet. Die Farbung 
mit Amidoschwarz 10 B erfolgte nach GraBmann*. 

Caseinlésung (10-proz.): 12g Casein (Hammarsten) wurden in 75 ml 
Wasser, 14 ml 1-n. NaOH und | ml Thymollésung gelést, 24 Stdn. in einem Cello- 
phanschlauch gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. 

Hamoglobinlésung (10-proz.): 10 g Hamoglobinpulver (Merck) wurden 
in 90 ml Wasser und 1 ml Thymollésung gelést, 24 Stdn. gegen flieBendes Leitungs- 
wasser dialysiert. 

Die Versuche mit Nitrocasein einschlieBlich der Herstellung des Substrats 
wurden nach E. v. Pechmann!" ausgefiihrt. 

Messung der proteolytischen Fermentwirkung durch Casein- oder 
Hamoglobinspaltung: Eine 10-proz. dialysierte Caseinlisung (Hamoglobin- 
lésung) wird mit der doppelten Menge Pufferlésung und 30°, Harnstoff gemischt 
und mit Salzséure auf den gewiinschten py-Wert eingestellt. Das Fermentgemisch 
setzt sich aus 2,5 ml Pufferlésung, 1 m/ Aktivatorlésung und 1,5 ml Testlésung 
zusammen und wird zur Aktivierung 1 Stde. bei 40° gehalten. 3 m/ Substratlésung 
werden mit 1 ml Fermentgemisch vereint und 16 Stdn. bei 40° gehalten. An- 
schlieBend gibt man 2 ml 1-n. Trichloressigséure (TES) zu, schiittelt um und fil- 
triert nach 30 Min. durch ein hartes Filter (S&S 605 eh). Als Blindlésung werden 
nach 16 Stdn. 3 m/ Substratlésung mit 2m/ TES und 1 ml Fermentgemisch ver- 
setzt und filtriert. 1 m/ Filtrat wird mit 5 ml 1-n. NaOH und unmittelbar vor 
der Messung mit 3 ml verdiinntem Folin-Reagens (1 + 2) versetzt und um- 
geschiittelt. Die Extinktion wird (im ZeiB-Wechsellicht-Photometer) mit Filter S 72 
in der 10-mm-Kiivette gemessen (Knollenrohsaft wurde bei dieser Methode zehn- 
fach mit Wasser verdiinnt). 

Das Filtrat der TES-Fallung darf nach der Mischung mit Natronlauge langere 
Zeit stehen. Wird jedoch das Folin -Reagens zugegeben, muB sofort umgeschiittelt 
und gemessen werden. Schon nach 2 Min. konnte eine Abnahme der Extinktion 
und nach langerem Stehenlassen eine Triibung beobachtet werden. Eine langsame 
Zunahme des Farbwertes, wie sie Wallenfels!4 bei anderen Fermentversuchen 
beschrieb, wurde nicht beobachtet. 


13 T. Teorell u. E.Stenhagen, Biochem. Z. 299, 417 [1939]. 
14K. Wallenfels, Biochem. Z. 321, 189 [1950]. 
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Autolyseversuche: 100 mg KiweiSpraparat wurden in 5 ml einer 50-proz. 
Harnstofflésung gelést, mit 2 ml Aktivator und 5 ml Puffer gemischt. 4 ml diese1 
Loésung wurden sofort mit 2 ml TES versetzt, die restlichen 2x 4 ml 16 Stdn. bei 
40° gehalten und dann mit je 2 ml TES versetzt. Nach Umschiitteln und Filtration 
durch ein hartes Filter erfolgte die Messung wie beim Caseinverfahren. 


Zusammenfassung 


Im Saft der Kartoffelknolle wurde ein proteolytisches Ferment 
durch Spaltung von Gelatine, Casein, Haimoglobin, Nitrocasein und 
durch Autolyse nachgewiesen und fiir Serienuntersuchungen eine MeB- 
methode mit Casein als Substrat ausgearbeitet, bei der die Proteinspal- 
tung kolorimetrisch mit dem Phenolreagens von Folin und Ciocalteu 
gemessen wird. 

Die Untersuchung des Einflusses des px-Wertes und einiger Akti- 
vatoren ergab eine weitgehende Ubereinstimmung mit Papain. 


Summary 


A proteolytic enzyme has been demonstrated in the juice of the 
potato tuber by autolysis and by cleavage of gelatine, casein, haemo- 
globin and nitrocasein. A method using casein as substrate has been 
developed for. routine determinations; in this method the protein clea- 
vage is measured colorimetrically with the Folin-Ciocalteu phenol 
reagent. Investigation of the influence of pq and of certain activators 
showed wide similarity to papain. 
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Uber die chemische Natur 
der Charcot-Leydenschen Kristalle 


Von 
E. Buddecke, A. F. Essellier und H. R. Marti 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen (Direktor: 
Prof. G. Weitzel) und der Medizinischen Universititsklinik, Ziirich (Direktor: Prof. W. L6ffler) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 38. Mai 1956) 


Seit der Entdeckung der Charcot-Leydenschen Kristalle! und der 
Aufklarung ihrer Beziehungen zu den eosinophilen Granulocyten? hat es 
nicht an Versuchen gefehlt, Kenntnisse tiber ihre chemische Natur zu ge- 
winnen. Die Seltenheit ihres Vorkommens und die Unméglichkeit, sie an- 
zureichern oder zu isolieren, lieBen bisher jedoch nur Vermutungen zu. 
Charcot selbst hielt sie fiir organischer Natur, Harting (1859), Fried- 
reich (1864) und Huber (1877) erklarten sie fiir Tyrosin, wihrend Sal- 
kowski in ihnen kristallisiertes Mucin, Kiihne dagegen Vitellin ver- 
mutete. Hoppe-Seyler verglich sie mit den Aleuron-Kristallen der 
Pflanzen (s. hierzu 1. c.8). Uber die Behauptung Schreiners‘, daB es 
sich hierbei um Spermin-Kristalle bzw. Spermindiphosphat handele, 
gingen die Ansichten auseinander®. Neuere Untersucher® kamen zu der 
Ansicht, daf hier Eiwei8 oder eine eiweiBaihnliche Substanz vorliegen 
miuisse. 

Erst in letzter Zeit gelang es’, Charcot-Leydensche Kristalle aus 
eosinophilen Granulocyten des menschlichen Blutes experimentell zu er- 
zeugen und als fast reine Kristallsuspension zu isolieren. Damit ergab 
sich die Méglichkeit, das Problem der chemischen Zusammensetzung der 
Charcot-Leydenschen Kristalle erneut aufzugreifen, woriiber im fol- 
genden berichtet wird. 


1 J. M. Charcot u. C. Robin, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 5, 44 [1853]. 

2 Gollasch, Fortschr. Med. 7, 361 [1889]. 

3 F. Lieben, Geschichte der Physiologischen Chemie, Deuticke-Wien, 1935. 

4 Ph. Schreiner, Liebigs Ann. Chem. 194, 68 [1877]; dort ausfiihrliche 
Literatur, von Charcot angefangen. 

5 Th. Cohn, Zbl. allg. Pathol. pathol. Anatom. 10, [1899]; B. Lewy, Zbl. 
med. Wissenschaften 1899 479; F. Wrede, F. Boldt u. E. Buch, diese Z. 165, 
155 [1927], dort weitere Literatur. 

8 W. W. Ayres, Blood 4, 595 [1949]; A. Neumann, Handb. d. allg. Hamato- 
logie Bd. 1, S. 354; Urban & Schwarzenberg, 1935. 

7 A. F. Essellier, H.R. Marti und L. Morandi, Klin. Wschr. 33, 1040 
[1955]; M. Behrens u. H. R. Marti, Naturwissenschaften 438, 86 [1956]. 
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Beschreibung der Versuche 
A. Material 


Fiir die chemische Untersuchung standen 3 Proben zur Verfiigung, die als 
gefrorene Kristallsuspension reiner Kristalle (Probe A) bzw. als Gefriertrocken- 
pulver (Probe B und C) vorlagen. Die zunachst unbekannten Gewichte wurden im 
Gang der Aufarbeitung ermittelt und waren fiir 

Probe A 0,410 mg Probe B 1,510 mg (nicht sicher) Probe C 0,485 mg 

Die Charcot-Leydenschen Kristalle waren im Laufe zweier Jahre aus 
eosinophilen Zellen von menschlichem Blut gewonnen und gesammelt (Marti). 
Bei der Probe A handelte es sich um eine Aufarbeitung, bei der die Kristalle als 
Suspension in dest. Wasser anfielen, sofort bei — 15° eingefroren und bis zur Weiter- 
verarbeitung bei dieser Temperatur belassen wurden. Der Reinheitsgrad betrug 
80—95%,. Bei der Probe B muBten die Kristalle wahrend der Isolierung mit einem 
Benetzungsmittel (Sulfosuccinat) behandelt werden, das nicht wieder vollig ent- 
fernt werden konnte. Die Kristalle (Reinheitsgrad 70—95°/,) waren in geléstem 
Zustand gefriergetrocknet. Probe C stellte ein besonders reines Material dar, das 
durch Gefriertrocknung frischer, mehrfach in aqua dest. gewaschener Kristalle 
gewonnen wurde. ; 


B. Untersuchungsergebnisse 


In Anbetracht der sehr geringen Substanzmengen erschien der Versuch einer 
papierchromatographischen Charakterisierung der Kristalle zunachst am aus- 
sichtsreichsten. 

Fiir eine erste orientierende Ubersicht wurde daher an Probe A das Vor- 
handensein der- Grundbausteine Aminosiuren, Zucker, Purine, Metalle gepriift. 
Hierzu wurde die Probe nach Trocknen und Wagung ohne weitere Vorbehandlung 
mit 0,4 ml 6-n. HCl bei 110° 24 Stdn. hydrolysiert. Das nur ganz leicht gelblich 
tingierte Hydrolysat zeigte keine erkennbare Huminkérperbildung. Nach Ent- 
fernung der Salzsiure wurde der Riickstand des Hydrolysats in 2 Tropfen Wasser 
aufgenommen und zur Papierchromatographie aufgetragen. Etwa ein Viertel des 
Materials wurde in einem Ringchromatogramm auf die Anwesenheit von Metallen 
gepriift (Butanol-5-n. HCl). Dabei konnte durch Ry-Wert und Dithizonreaktion 
eine dem Zink entsprechende Zone einwandfrei ausgemacht werden. Durch Ver- 
gleich mit weiteren Testsubstanzen konnten gleichzeitig Fe, Co, Ni, Pb, Cd, Cu mit 
Sicherheit ausgeschlossen werden. Letztere Metalle lassen sich durch Behandlung 
des fertigen Chromatogramms mit H,S auch noch in Spuren sicherer erfassen als 
mit der Dithizonreaktion. 

Der Rest wurde in einem aufsteigenden Chromatogramm (Butanol-Eisessig, 
3mal) auf organische Anteile untersucht. Die Betrachtung des Chromatogramms 
unter der UV-Lampe lieB keine Fluorescenz erkennen, was gegen das Vorhanden- 
sein gr6Berer Mengen von Purinen spricht. Bei der Entwicklung mit Naphthochinon- 
sulfonsiure konnten folgende, in etwa gleichen Anteilen vorhandene Amino- 
sauren sicher identifiziert werden (in der Reihenfolge Lésungsmittelfront—Start): 
Leu, Phe, Val, Tyr, Pro, Ala, Thr, Glu-NH,, Gly, Ser, Asp, Arg, Lys, CyS-S. 
Nicht vorhanden waren die iibrigen Aminosiuren und das Adenin, das nach 
salzsaurer Hydrolyse bei Behandlung mit dem Naphthochinonreagens sonst als 
scharfe violette Bande in Erscheinung tritt. Die Suche nach Zuckern mit Anilin- 
phthalat verlief ebenfalls véllig negativ. Da auf jedem Startfleck etwa 100 y 
aufgegeben, jedoch schon 14 Aminosauren mit je 8—10 y gefunden wurden, war 
die Anwesenheit weiterer Substanzen ohnedies wenig wahrscheinlich. 

Die Untersuchung der Probe B verfolgte einmal den Zweck, die Aminosaure- 
analyse zu sichern, zum anderen quantitative Angaben iiber den Zinkgehalt zu 
gewinnen. Da diese Probe jedoch noch unbekannte Anteile an Benetzungsmittel 
enthielt, konnte ihr Gewicht erst nach dessen Entfernung bestimmt werden. 
Hierzu wurde die Probe in verdiinnte Essigsiure gebracht, wobei die Substanz 
zum groBten Teil in Lésung ging, zentrifugiert und zweimal nachgewaschen. Nach 
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Kinstellen des py auf 4 (NH,OH) wurde die Lésung einer Unterdruckfiltration in 
der Kollodiumhiilse unterworfen, die vorher zinkfrei gewaschen wurde (Zinkgehalt 
des Waschwassers 7,5 y, polarographisch). In der so vorbereiteten Dialysierhiilse 
wurde anschlieBend nicht nur das Benetzungsmittel, sondern auch das bei saurem 
pu nicht in organischer Bindung vorliegende Zink von dem héhermolekularen 
EiweiBanteil getrennt und nach zweimaligem Waschen in zwei Fraktionen im 
Filtrat aufgefangen. Der Zinkgehalt dieser beiden Fraktionen wurde nach Ver- 
aschung komplexometrisch bestimmt. Einen genauen Wert lieferte jedoch nur die 
letzte Fraktion, die 90 y Zink enthielt, wahrend bei der ersten Fraktion ein sehr 
undeutlicher Umschlag (100—250 y) auftrat (Stérung durch das Benetzungsmittel ?). 

Die titrierte Gesamtzinkmenge war auf den in der Hiilse zuriickgebliebenen 
EiweiBanteil zu beziehen. Dieser wurde nach Trocknung mit 1,51 mg ermittelt, 
wobei jedoch Reste von Ammoniumacetat nicht sicher ausgeschlossen werden 
konnten. Unter Einbeziehung aller Unsicherheiten dieser Zinkbestimmung ergab 
sich jedoch ein Zinkgehalt, der zwischen 10 und 20% angenommen werden 
muBte. Der Hiilsenriickstand wurde jetzt hydrolysiert und chromatographiert. 
Dabei konnte das Vorhandensein der in Probe A gefundenen Aminosauren in 
vollem Umfange bestatigt werden. Anhaltspunkte fiir das Vorliegen weiterer 
Aminosauren oder anderer mit Ninhydrin reagierender Substanzen (Spermin, 
Ry-Wert 0,03) ergaben sich nicht. Ebenso waren auch hier keine Purine oder Zucker 
nachweisbar. Eine Mikro-Phosphor-Bestimmung nach Roth® ergab keine meBbaren 
Phosphormengen. 

Probe C. Da eine quantitative Bestimmung der Aminosaiurezusammensetzung 
nur wenig Aussicht auf Erfolg bot, andererseits jedoch der in Probe B gefundene, 
fiir biologische Verhaltnisse sehr hohe Zinkgehalt eine weitere Uberpriifung forderte, 
erschien es gerechtfertigt, mit der Probe C eine polarographische Zinkbestimmung 
durchzufiihren, mit der gleichzeitig auch die Spezifitat des Zinknachweises 
zu sichern war. Probe C wurde nach genauer analytischer Wagung ohne Vor- 
behandlung zur Zinkbestimmung in biologischem Material nach Weitzel und 
Fretzdorff® vorbereitet und polarographiert. Das einwandfrei gelungene Polaro- 
gramm zeigte eine charakteristische Zinkstufe in Héhe von 27,3 mm, was einer 
Zinkmenge von 220 y entspricht. Bei einer Einwaage von 485 y errechnet sich ein 
Zinkgehalt von 45,2%. 

Geringe Substanzmengen der Probe C, die an den Ampullenwanden hafteten, 
wurden mit n-HCl aufgenommen und ohne Hydrolyse chromatographiert. Es 
waren keine freien Aminoséuren nachweisbar. 


Diskussion 

Obwohl die geringe Menge der zur Verfiigung stehenden Kristalle 
nur begrenzte analytische Méglichkeiten zulieB, laBt sich aus den ge- 
wonnenen Ergebnissen doch mit Sicherheit schlieBen, daB es sich bei den 
Charcot-Leydenschen Kristallen nicht um Tyrosin oder Spermin handeln 
kann. Vielmehr muB8 der auch aus dem farberischen Verhalten und den 
iibrigen Eigenschaften’? vermutete Eiweifcharakter bestatigt werden, 
wobei jedoch noch offengelassen werden muB, ob sich nach Eliminierung 
der letzten Verunreinigungen nicht die Zahl oder die Zusammensetzung 
der Aminosiuren noch geringfiigig andert. Auffallend ist der in allen drei 
Proben gefundene Zinkgehalt, der in zwei Bestimmungen ungewohnlich 
hoch war, aber durch weitere Untersuchungen noch genauer festgelegt 
werden mu. Da wihrend der Isolierung und analytischen Aufarbeitung 


8 H. Roth, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 31, 292 [1944]. 
® G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 221 [1953]. 
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eine Beriithrung mit zinkhaltigem Material streng vermieden wurde, er- 
scheint der SchluB berechtigt, daB es sich bei den Charcot-Leydenschen 
Kristallen um ein Zink proteid handeln kénnte. 


Zusammenfassung 


Nach dem Ergebnis der an drei Proben durchgefiihrten Unter- 
suchungen handelt es sich bei den Charcot-Leydenschen Kristallen um 
ein zinkhaltiges Polypeptid, in dem !4 Aminoséuren nachgewiesen 
werden konnten. Anzeichen fiir das Vorliegen von Substanzen anderer 
Stoffklassen ergaben sich nicht. Eine definitive Aussage tiber die Hohe 
des Zinkgehaltes ist vorerst noch nicht méglich, er scheint jedoch die im 
allgemeinen im biologischen Material vorhandenen Mengen weit zu tiber- 
treffen. 


Summary 


Three specimens of Charcot-Leyden crystals have been examined 
and shown to consist of a zinc-containing polypeptide in which fourteen 
amino-acids were detected. No evidence was found for the presence of 
other types of compounds. The zinc content appears to he very much 
higher than the amount generally present in biological material. 














Bd. 305 (1956) 207 


Beobachtungen bei der Saurehydrolyse des Galaktogens 
III. Mitteil.: Nachweis der 8-D-1-3-Bindung als Hauptkettenbindung 
in Tri- und Pentasacchariden 
Von 
F. May und H. Weinland 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1956) 


Die unvollstindige Aufspaltung von Galaktogen mit Mineralsaiure 
liefert neben den in der II. Mitteil.! beschriebenen beiden Disacchariden 
bei papierchromatographischer Au‘teilung noch zwei weitere Zonen mit 
geringerem Wanderungsvermégen. Nach ihrer Trennung und Eluierung 
sind sie bei erneuter papierchromatographischer Reinigung véollig ein- 
heitlich, bei Papierelektrophorese beobachtet man jedoch bei beiden 
eine Aufteilung. Das Elektropherogramm zeigt dann jeweils eine starke 
Ablagerung in der elektroneutralen Zone und eine schwachere zweite in 
geringer Entfernung von der anodennahen Startlinie. Die anodennah 
abgelagerten Substanzen sind Phosphorsaureester, tiber die noch ge- 
sondert berichtet wird. Hier sollen zunichst die elektroneutralen Ab- 
lagerungen, die ,,Frakt. 5 neutral“ und ,,Frakt. 6 neutral“ benannt 
wurden, behandelt werden. Diese Substanzen verdienen besonderes In- 
teresse, weil fiir deren Hauptkette die 6-D-1-3-Bindung bewiesen werden 
kann und dadurch diese Bindung fiir die Hauptkette im Gesamtmolekiil 
gesichert wird. Der Beweis wird mit Hilfe der optischen Drehung der 
beiden Oligosaccharide erbracht werden. 


a) Analytisches Verhalten 


Die Reduktionsanalysen der maximal gereinigten Losungen beider 
Substanzen vor und nach Spaltung mit »-HCl ergaben, da8 in ,,Fraktion 
5 neutral“ ein Trisaccharid, in ,,Fraktion 6 neutral‘‘ wahrscheinlich ein 
Pentasaccharid vorliegt (vgl. Tab. 1). Die nach Spaltung aus beiden 
Fraktionen entstandene Galaktose ist reine D-Galaktose ohne L-Bei- 
mischung, weil nach ihrer papierchromatographischen Isolierung und 
Vergirung mit an D-Galaktose gewéhnter, untergiriger Bierhefe nach- 
triglich mit Benzidin der Nachweis infolge vollstaindiger Vergiirung der 
D-Form véllig negativ ausfallt. 

Bei fortlaufend verfolgter Hydrolyse des Trisaccharides mit n/10-HCl 
zeigen die Papierchromatogramme zu verschiedenen Zeiten als Zwischen- 


1 H. Weinland, diese Z. 805, 87 [1956]. 
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Tab. 1. Reduktionsbestimmung vor und nach Invertierung. 





Frakt. 5 neutral | Frakt. 6 neutral 





Vor Invertierung: 

















Nach Trockengewicht aschefrei: . . . . . ‘ 0,53 g£% 0,91 g%, 
Nach Macleod- Robison? als Galaktose . . 0,20 g% 0,19 g%, 
Nach Hagedorn-Jensen? als Galaktose . . 0,22 g%, 0,22 g% 
Nach Invertierung: 
Nach Macleod- Robison, als Galaktose . . 0,45 2%, 0,82 g% 
Nach Hagedorn-Jensen, als Galaktose . . 0,48 g% 0,76 £% 
Mol.-Gew. aus Trockengewicht u. Macleod- 
Robison vor Invertierung:. . . . . . . | 477 868 
co 2 Ut piers Spree ee an nae me 504 Tri- 828 Penta- 
saccharid saccharid 
Galaktose = - em 
ee « 
~ @ @ 
Disaccharid-1-3--| . | 7? 
Disaccharid -1-6 
Trisaccharid | &  & ial ” 
oP 4 2h 3 yh : ch gp zh go g? 


Milchzucker™ 

Galaktose 
Abb. 1. Die Hydrolyse der Trisaccharidfraktion, stiindlich untersucht, um die 
auftretenden Zwischenprodukte zu zeigen. Beginn links mit 0 Stdn., Auftragungen 


sauer. Die 6. Startstelle ist fiir die Testsubstanzen Galaktose und Milchzucker 
verwendet. 


produkt immer vorwiegend das in der II. Mitteil.1 beschriebene Disec- 
charid: 3 8-D-Galaktosido-D-galaktose, daneben aber gleichzeitig ge- 
ringe Mengen der 6 6-D-Galaktosido-D-galaktose (vgl. Abb. 1). Aus dem 
Auftreten beider Disaccharide muB man schlieBen, daB die Trisaccharid- 
fraktion verzweigte Molekiile enthalt und vielleich sogar aus zwei ver- 
schiedenen Trisacchariden besteht, die aber papierchromatographisch 
bisher nicht trennbar sind. Sollten zwei Trisaccharide vorliegen, so ist 
das eine verzweigt, das andere nicht. Dem Nichtverzweigten miBte die 
Bindung 1-3 zukommen, da in Abb. | iiberwiegend das Disaccharid mit 
1-3-Bindung gefunden wird. Handelt es sich dagegen um ein einheitliches 
Trisaccharid mit Seitenkette, dann wird bei diesem die Bindung 1-6 
haufiger hydrolysiert als die Bindung 1-3. 





2 M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 23, 517 [1929]. 
3 Methode abgewandelt fiir Galaktose nach P. A. Larsson u. 8S. L. Sveins- 
son, Skand. Arch. Physiol. 88, 58 [1939]. 
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Die fortlaufend verfolgte Hydrolyse des Pentasaccharides mit 
n/10-HCl liefert im Chromatogramm (Abb. 2) auch die beiden Disac- 
charide, jedoch im Gegensatz zur Trisaccharidspaltung hier beide gleich 
reichlich, etwa im Verhaltnis 1: 1. Man sieht aber auBer der restlichen 
Ablagerung des Pentasaccharides besonders zur Zeit 2 Stdn. noch zwei 
Ablagerungen, von denen die eine mit Ry-Wert 0,02 in gréBerer Menge 
vorhanden ist und offenbar der oben nicht getrennten Trisaccharid- 
fraktion entspricht. Der Abbau der Pentasaccharidfraktion verlauft also 
iiber Tri- und Disaccharide und geht aus von Molekiilen mit einem oder 
mit zwei Seitenzweigen. 





Galaktose _ 


¢ 


Trisaccharid RFQ02 =| eat 





Pentasaccharid = = zs ; = we wee Be. Fa 








h ‘ h ch oh 
U 


Milchzucker 
Galaktose 


g? f° Vi Se 


Abb. 2. Die Hydrolyse der Pentasaccharidfraktion in n/10-HCl, stiindliche Ent- 
nahmen. Vorgehen und zeitliche Reihenfolge gleich wie in Abb. 1. 


Die auftretenden £-gebundenen Disaccharide in Abb. 1 und 2 zeigen 
auBerdem, daB die Penta- und Trisaccharide ebenfalls /-galaktosidisch 
gebunden sind. Dies bestatigen auch ihre geringen spezif. Drehungen im 
Vergleich zur D-Galaktose mit [«]p = -+ 80°, dem einzigen Baustein 
beider Oligosaccharide, siehe Tab. 2. Bei «-Bindung ist die spezif. 
Drehung im allgemeinen gréBer als die des Bausteins. Beweisfiihrend fir 
die 6-Bindung ist auch die Widerstandsfahigkeit der Tri- und Pentasac- 


Tab. 2. Eigenschaften der beiden Oligosaccharide. 





Ry-Wert, bez. 
- 3,| Verhalten gegen| auf Galaktose 
Schmp. nach} efe mit a-Ga- | 0,16, Butanol- 





[a]p 
Kofler laktosidase Hisessig- Wasser 
4:1:5 
Trisaccharid. . | +39,0°-+ 2,0 ang nicht vergarbar 0,02 





Pentasaccharid 23,9° +-0,8° — nicht vergirbar 0,00 
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charide gegeniiber der an D-Galaktose gewohnten untergirigen Bierhefe, 
die wohl eine «-, aber keine 6-Galaktosidase besitzt und bei Garungs- 


Papier keine Aufspaltung bzw. Gairung beobachten 1aBt. 

In Tab. 3 sind die Konzentrationen angegeben, bei welchen die 
Hydrolysen von Tri- und Pentasaccharid in Abb. 1 und 2 durchgefihrt 
wurden, und die Zeitdauer bis zum jeweiligen Verschwinden der Aus- 
gangssubstanz aus dem Chromatogramm. Zum Vergleich sind die ent- 
sprechenden Zahlen fiir die beiden Disaccharide mit aufgefiihrt. Rechnet 
man diese Tabelle auf aiquimolare Lésungen um, so ergeben sich fiir das 
Verschwinden aller Ausgangssubstanzen, trotz ihrer verschiedenen 
GréBe, etwa die gleichen Hydrolysezeiten. Nur die phosphathaltigen 
Spaltstiicke des Galaktogens, die wir spiter behandeln werden, weichen 
von dieser Regel ab. 


Tab. 3. Zeitdauer bis zum Verschwinden der einzelnen Galaktogenspaltstiicke aus 
dem Chromatogramm bei Einzelhydrolysen, entspr. Abb. 1 u. 2. 





versuchen von bis zu 4Stdn. Dauer mit beiden Oligosacchariden auf 



























gemessen berechnet fiir Aquimolare Lésungen 
Konz. bei|Substanz ver- ne ‘eek Genitals Substanz ver- 
Spaltung | schwunden eiaciiceaiia i 8] schwunden 
Gew.-% | nach Stdn. | Gew.% | m/100 | nach Stdn. 
Disaccharid-1-3. . 1,1 9,5 1,1 Be 9,5 
Disaccharid-1-6. . 0,77 6,5 1,1 3,2 9,3 
Trisaccharid .. . 0,59 4,1 1,6 = Fe 11,1 
Pentasaccharid . . 0,96 3,5 2,6 3,2 9,8 





















b) LaBt sich die Struktur aus der spezif. Drehung der Tri- und 
Pentasaccharide durch Vergleich mit theoretischen Berech- 
nungen naher erkennen? 


Die spezif. Drehungen von «-gebundenen Starken und Oligosac- 
chariden aus Glucose bzw. D-Galaktose lassen sich als eine Summe von 
Drehungsbeitrigen auffassen*®, welche die einzelnen Zucker je nach 
Art ihrer Bindung liefern. Z. B. sind in Tab. 4, Teil a (zusammengestellt 
aus einem ausfihrlichen Artikel von French®), die «-1-6-gebundenen 
D-Galaktosen der aufgefiihrten Oligosaccharide je mit einem Drehurgs- 
beitrag von + 39 — +. 40000 an der molekularen Drehung beteiligt. 

In Tab. 4, Teil b, berechneten wir die molekularen Drehungs- 
beitrage fiir B-1-3- und f-1-6-gebundene D-Galaktose aus den in der 
II. Mitteil.1 gemessenen spezif. Drehungen der Disaccharide. 

In Tab. 5 sind diese Drehungsbeitrage verwendet zur theoretischen 
Bestimmung des @p aller in unserem Fall méglichen Tri- und Pentasac- 
charide. Die Strukturen beschranken sich auf Variationen, die dem Auf- 


4K. Freudenberg, W. Kuhn, W.Diirr, F. Bolz u. G.Steinbrunn, 
Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1510 [1930]; M. Levene, J. F. Foster u. R. M. Hixon, 
J. Amer. chem. Soc. 64, 2331 [1942]. 
5 D. French, Advances Carbohydrate Chem. 9, 149 [1954]. 
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Tab. 4. Molekulare Drehungsbeitrige verschieden gebundener p-Galaktosen. 















































[M]p-Wert [«]p-Wert 
Restmolekiil 
nach Abspal- ; 
Oli ieee Oligo- tung einer Differenz : 
tgosacenari® | saccharid | «-1-6 gebun- || (1)—(2) Oligo- Rest- 
denen Galak- saccharid| molekiil 
tose 
(1) (2) 
Melibiose (6-«-D- 
Galaktosido-glu- 
cose) . . . . | +49000} + 9500 +39500 |} +143,3°] + 52,89 
Epimelibiose 
(6-a-D-Galaktosido- 
| Mannose) . . | +42660 + 2560 +40100 |} +124,69| + 14,29 
* |6-x-D-Galaktosido- 
| galaktose. . . . | +54000/ +14450 +39550 || +158,0°| + 80,29 
6-a-D-Galaktosido- 
galaktobiose +93000 | +54000 +39000 |} +185,0°| +158,0° 
Raffinose (6-«-D- 
Galaktosido-sac- 
charose) +62540 + 22770 +39770 |} +123,1°| + 66,5° 
3-B-D-Galaktosido- 
= p-galaktose . . . | +18260| +14450 + 8810 |} + 53,49] + 80,2° 
& |6-8-p-Galaktosido- 
D-galaktose . +11700 | +14450 — 2750 ]} + 34,1°] + 80,29 
Tab. 5. Berechnete spezif. Drehungen fiir verschiedene Molekiilstrukturen. 
Struktur Summanden [M]p [a]p 
Trisaccharid-1-3 unverzweigt| 14450 + (2x 3810) + 22080 +43,8° 
Trisaccharid-1-6 unverzweigt} 14450 — (2x 2750) + 8950 +17,6° 
Trisaccharid verzweigt 14450 + 3810 — 2750] +15510 +30,8° 
oi 7 +19660 + | +39,0° + 
rrisaccharid gefunden 1000 2,90 
— unver- | 14450 + (4x3810) | +29700 | +36,8° 
Pentas.-Kette-1-3 mit 14450 + (33810) — ‘ome 
1 Seitenzw.-1-6 — 2750 Eh 
Pentas.-Kette-1-3 mit 14450 + (23810) — 90 n0 
2 Seitenzw.-1-6 — (22750) +Rte aa 
Pentasaccharid-1-6 unver- F . , a0 
zweigt 14450 — (4x 2750) +3450 + 4,2 
Pentas.-Kette-1-6 mit 14450 — (3x 2750) + anc 
1 Seitenzw.-1-3 + 3810 ee ee 
Pentas.-Kette-1-6 mit 14450 — (2x 2750) + e 
2 Seitenzw.-1-3 + (2x 3810) + ier an 
Pentasaccharid ge- 19800 + | +28,9° +- 
funden 660 0,8° 
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bau des Galaktogens entsprechen, in welchem eine der beiden Bin- 


dungen durchgehend fiir die Hauptketten und die andere einheitlich fiir 


alle seitlich gebundenen, einzelnen Galaktosen verwendet ist®. 


Fir die Trisaccharidfraktion mit ihrem gemessenen [a]p von 
+ 39,0° ergeben die berechneten Zahlen, daB ein Verhaltnis Trisac- 
charid-1-3-unverzweigt : Trisaccharid-verzweigt wie 3:2 vorliegt und 
daB Trisaccharid-1-6-unverzeigt ausscheidet. 

Das gemessene [«}p von + 23,9° schlieBt auch in der Pentasac- 
charidreihe die 1-6-gebundene Hauptkette aus. Eine Mischung der 
spezif. Drehungen von + 20,0° und + 27,9° kommt der gemessenen am 
nachsten. Also sind im wesentlichen nur Pentasaccharide mit einem und 
mit zwei ‘Petes Seitenzweigen vorhanden, etwa im Ver- 
haltnis 1: 

Die in oom 1 und 2 bei langsamer Hydrolyse beobachteten Ver- 
haltnisse stimmen zu den rechnerisch gewonnenen Vorstellungen. 


Beschreibung der Versuche 
Darstellung 


Aus den 50 Chromatographiepapierbogen, auf welchen die 12 Stdn. lang in 
n/10-H,SO, hydrolysierte Galaktogenlésung in ihre einzelnen Fraktionen aufgeteilt 
worden: war (vgl. II. Mitteil.!), wurden die Fraktionen5 und6 einzeln ausgeschnitten, 
eluiert, auf ein kleines Volumen eingeengt und noch 2mal aus etwa 7-proz. Lésung 
papierchromatographisch gereinigt. 

Papierelektrophoretische Abtrennung der beigemengten Phos- 
phorsaureester: Arbeitsbedingungen: Horizontale Kammer von Bender & 
Hobein, Veronal-natrium-Natriumacetatpuffer py 9,3, Ionenstarke ~ 0,1; Start 
Nahe Pluspol, Spannung 220 V Gleichstrom, Dauer 4 Stdn., Temp. +5°, Breite 
der Papierstreifen 8,5cm, Stromdurchgang 4—5 mA. Aufgetragene Menge pro 
Streifen 4mg (40cmm 10-proz. Lésung). Nach der Elektrophorese wurden die 
Streifen horizontal aufgespannt und bei Zimmertemperatur getrocknet. 

Fraktion 5: Die gesamte Menge, etwa 90 mg, wurde mit 1,5 cem Wasser auf- 
genommen und auf insgesamt 36 Papierstreifen getrennt. Nach dem Trocknen 
der Papiere wurde an den beiden Langsseiten je ein 0,5 cm breiter Streifen ab- 
geschnitten, numeriert und mit Benzidinreagens entwickelt. Mit Hilfe dieser Such- 
streifen wurden die beiden entstandenen gut getrennten Zonen abgegrenzt. 

Eluierung: Bei der Eluierung mit Wasser werden die bei der Elektrophorese 
verwendeten schwach alkalischen Puffersalze mitgelést. Deshalb wurde bei der 
Eluierung mit Salzséure neutralisiert. Wahrend der anschlieBenden Einengung 
der Eluate im Vak., die unter Kontrolle des py-Wertes (px 6,5) erfolgte, scheidet 
sich das Veronal zum groBen Teil ab und kann wiederholt abfiltriert werden. 

Frakt. 6: Die gesamte Menge, etwa 150 mg, wurde mit 1,5 com Wasser auf- 
genommen und auf insgesamt 33 Papierstreifen getrennt. Aufsuchen der Zonen, 
Eluierung und Einengung der neuen Fraktionen erfolgte wie bei Frakt. 5. 

Die so erhaltenen beiden Fraktionen aus den elektroneutralen Zonen aller 
zusammengehorigen Elektropherogramme, ,,Frakt.5 neutral‘‘ und_,,Frakt. 6 
neutral“, wurden durch Entsalzung mit Ionenaustauschern (vgl. I. Mitteil.?) vom 
restlichen Veronal und Veronalnatrium befreit und erwiesen sich bei nunmehriger 
papierchromatographischer Kontrolle auf Reinheit als einheitliche Ablagerungen. 


6 E. Badlwin u. J. O. Bell, J. chem. Soc. [London] 1988, 1461. 
7 KF. May u. H. Weinland, diese Z. 305, 75 [1956]. 
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Untersuchung von,,Frakt. 5 neutral‘ 

Die farblose, trockene Substanz, in etwa 1 com Wasser gelést, wurde quanti- 
tativ in ein 1,5-ccm-MeBkélbchen iibergefiihrt und dieses zur Marke aufgefiillt 
(Ausgangslésung). 

Optische Drehung der Ausgangslésung im 10-cm-Halbmikrorohr: +1,45° 
+0,006° (Mittelwert aus 10 Ablesungen). 

Die gesamte Ausgangslésung wurde quantitativ im 10-cem-MeBkdélbchen 
gesammelt und zur Marke aufgefiillt (Verdiinnung 1 :6,67). 

Diese Lésung wurde verwendet: 
. fir die erneute Bestimmung der optischen Drehung, 


. fir Invertierungen, 
. nach bestimmten Verdiinnungen zu weiteren Analysen an der nicht in- 


vertierten Substanz. 


wore 


ad 1. 
Optische Drehung der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung im 10-cm-Halb- 
mikrorohr: +0,21° + 0,02° (Mittelwert aus 10 Ablesungen). 


ad 2. 

1. 1 ccm der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung wurde im MeBkélbchen mit 
1,5 cem Inhalt im Vak. bei 10 Torr und Zimmertemperatur zur Trockne einge- 
dampft und dann mit 0,75 cem n/10-HCl versetzt. Die Lésung diente zur papier- 
chromatographischen Verfolgung der Hydrolyse im kochenden Wasserbad wahrend 
9 Stunden. 

2. Je 1 ccm der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung wurde in 2 MeBk6lbchen 
mit 1,5 cem Inhalt wie oben eingedampft und dann mit 0,75 ccm n-HCl versetzt, 
je 3Stdn. im kochenden Wasserbad invertiert, anschlieBend mit 2-n.NaOH neu- 
tralisiert und zur Marke aufgefiillt. 

Die invertierten Lésungen dienten: 

a) fiir die Bestimmung der optischen Drehung, 

b) fiir die Aldehydgruppenbestimmung nach Robison- Macleod, 

c) fir die Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen, 

d) fiir Papierchromatographie. 

ad a) Optische Drehung der invertierten Lésungen im 10-cm-Halbmikrorohr: 

Koélbchen 1: + 0,26° + 0,02° (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 
Kélbchen 2: + 0,27° + 0,02° (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 
Mittel: + 0,279 + 0,02° 

Nun Verdiinnung der beiden invertierten Lésungen fiir Analyse 
b) und c): Beide Lésungen wurden je quantitativ in einem 5-cem-MeBkélbchen 
gesammelt und zur Marke aufgefiillt (Verdiinnung 1:33,3). Mit diesen Losungen 
wurde die Bestimmung nach Macleod- Robison unmittelbar ausgefiihrt, fiir die 
Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen wurden die Lésungen weiter 
verdiinnt. 

ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod und Robison (Mittel- 
werte aus mehreren Bestimmungen): 

Kélbchen 1: 1 com = 2,13-++0,03 com n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galak- 

tose, 907 y bzw. 0,0050 mMol Zucker 

Koélbchen 2: 1 com = 2,10+0,03 com n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galak- 
tose, 905 y bzw. 0,0050 mMol Zucker 

Mittelwert fiir 1 com, ausgedriickt in Galaktose, 906 y bzw. 0,0050 mMol Zucker. 

ad c) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode*) : 

Je 1cem der oben fiir Robison-Macleod 1:33,3 verdiinnten invertierten Lé- 

sungen wurde in MeBkélbchen ad 10 ccm aufgefiillt; nun Verdiinnung 1:333 

(Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen). 

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 305 
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as cem n/200- | Galaktose 
Kélbchen Thiosulfat y 
1 2 cem 1,18 + 0,00 192 
1 ccm 1,60 + 0,00 93 
2 2 ccm 1,19 + 0,00 189 
1 ccm 1,61 + 0,00 91 











Mittel fiir 1 com, ausgedriickt in Galaktose, 94 4-1 y 


ad d) Die restliche invertierte Lésung aus 2b wurde nach Einengen zu 
papierchromatographischen Untersuchungen verwendet. 


ad 3. 
6ccm der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung wurden im MeBkilbchen 
ad 10 ccm aufgefiillt (Verdiinnung 1:11,14). 
Die Lésung wurde verwendet: 
a) zur Bestimmung von Trockengewicht, Zersetzungstemperatur und Asche, 
b) zur Bestimmung der Aldehydgruppen vor’ Invertierung (Robison- 
Macleod), 
c) zur Bestimmung der Reduktion vor Invertierung nach Hagedorn- 
Jensen. » 
ad a) Trockengewicht und Zersetzungstemperatur: Je 2cem der 1:11,14 
verdiinnten Ausgangslésung wurden in 2 Platintiegeln im Vakuumtrockenschrank 
bei 10 Torr und 40° zur Trockne eingedampft und anschlieBend die Gewichts- 
abnahme bei steigender Temperatur festgestellt®, vgl. Abb. 3. Der Zersetzungs- 
punkt der Substanz war danach 105°. Trockengewicht samt Asche in obigen 
2 com = 6668 y. 
Aschegehalt: Substanz vorsichtig bei kleiner Flamme verascht: 
Tiegel 1: 0,282 mg 
Tiegel 2: 0,281 mg 
Mittel: 0,282 mg Asche in 6,668 mg Substanz = 4,2°, Asche. 


I 7100 nT 


6600; 
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ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Robison-Macleod in der nicht 
invertierten Lésung: Analyse der 1:11,14 verdiinnten Ausgangslésung (Mittelwert 
aus mehreren Bestimmungen). 

lcom = 2,73 + 0,01 com n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galaktose, 1224 y 
bzw. 0,0068 mMol Saccharid. 

ad c) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode) 
in der nicht invertierten Lésung: 1 cem der 1:11,14 verdiinnten Ausgangslésung 
wurde im MeBkolbchen ad 10 ccm aufgefiillt; nun Verdiinnung 1:111,4 (Mittelwerte 
aus mehreren Bestimmungen). 


8 F, May u. L. Stadelmann, Z. Biol. 99, 462 [1939]. 
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2cem = 0,86 +0,01 com n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galaktose, 267 y 
1cem = 1,44+0,01 com n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galaktose, 130 y 

Mittel fiir 1 ccm ausgedriickt in Galaktose 132 y +2 y. 

Die Auswertung aller Analysen von ,,Frakt. 5 neutrai‘’ ergab, bezogen auf 
die 1:6,67 verdiinnte Ausgangsliésung, die in Tab. 1, S. 208, enthaltenen Konzen- 
trationsverhaltnisse. 

Berechnung der spezif. Drehung 

a) aus Trockengewicht. aschefrei: 

[a]p:+ 40,9° (c = 3,55) baw. [a]p:+ 39,59 (c = 0,50). 

b) aus Aldehydgruppenbestimmung unter Einsetzen eines Galaktose-Tri- 

saccharides : 





[~]p:+ 38,2° (c = 3,8) baw. [a]p:+ 36,9° (c = 0,57). 

Im Mittel aus allen 4 Werten ergab sich: 

[a@]p: + 39,0° + 2,0°. 

Spezif. Drehung der invertierten Lésung 2a 

a) nach Robison-Macleod aus 2a und 2b: [«]p:89,4°, 

b) nach Hagedorn-Jensen aus 2a und 2c: [a]p:85,2°. 

Die spezif. Drehung der invertierten Substanz kommt der der reinen p-Galak- 
tose von 80,0° sehr nahe. 

Untersuchung der .,Frakt. 6 neutral‘ 

Die hellgelbe, trockene Substanz, in etwa 1ccm Wasser gelést, wurde quanti- 
tativ in ein 1,5-ccm-MeBkélbchen iibergefiihrt und dieses zur Marke aufgefiillt 
(Ausgangslésung). 

Optische Drehung der Ausgangslésung im 10-cm-Halbmikrorohr: + 1,50° 
+0,02° (Mittelwert aus 10 Ablesungen). 

Die gesamte Ausgangsl6sung wurde quantitativ im 10-ccm-MeBkélbchen 
gesammelt und zur Marke aufgefiillt (Verdiinnung 1:6,67). 

Diese Lésung wurde verwendet: 

1. fiir die erneute Bestimmung der optischen Drehung, 

2. fiir Invertierungen, 

3. fiir die Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison an der 

nicht invertierten Substanz, 

4. nach bestimmten Verdiinnungen zu weiteren Analysen an der nicht in- 

vertierten Substanz. 
ad 1. 

Optische Drehung der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslisung im 10-cm-Halb- 

mikrorohr: + 0,21 +0,02° (Mittel aus 10 Ablesungen). 


ad 2. 


1. 1 ccm der 1:6,67 verdiinnten Ausgangsliésung wurde im MeBkélbchen mit 
1,5 cem Inhalt im Vak. bei 10 Torr und Zimmertemperatur zur Trockene eingedampft 
und dann mit 0,75 cem n/10-HCl versetzt. Die Lésung diente zur papierchromato- 
graphischen Verfolgung der Hydrolyse im kochenden Wasserbad wahrend 7 Stunden, 

2. Je 1 ccm der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung in 2 MeBkélbchen mit 
1,5 ccm Inhalt wie oben eingedampft und dann mit 0,75 ccm n-HCl 3 Stunden 
im kochenden Wasserbad invertiert, anschlieBend mit 2-n.NaOH neutralisiert 
und zur Marke aufgefiillt. 

Die invertierte Lésung diente: 

a) fiir die Bestimmung der optischen Drehung, 

b) fiir die Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison, 

c) fir die Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen, 

d) fiir Papierchromatographie. 
15* 
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ad a) Optische Drehung der invertierten Liésung im 10-cm-Halbmikrorohr; 


Kélbchen 1: +0,40° + 0,005° (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 
Kolbchen 2: +0,42°+ 0,005° (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 


Mittel: +0,41° + 0,005° 





Nun Verdiinnung der beiden invertierten Lésungen fiir Analyse 
b) und ec): Beide Lésungen wurden je quantitativ in einem 10-cem-MeBkélbchen 
gesammelt und zur Marke aufgefiillt (Verdiinnung 1:66,7). Mit diesen Lésungen 
wurde die Bestimmung nach Macleod- Robison unmittelbar ausgefiihrt, fiir die 
Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen wurden die Lésungen weiter 
verdiinnt. 

ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod- Robison (Mittel- 
werte aus mehreren Bestimmungen): 




















Kolb- cem n/200- Galaktose mMol 
chen Thiosulfat y Zucker 
1 2 ccm 3,52 + 0,005 1504 0,0088 
1 ecm 1,80 + 0,01 810 0,0045 
2 2 ccm 3,48 + 0,03 1566 0,0087 
1 ecm 1,83 + 0,03 828 0,0046 
Mittel fiir 1 cem, ausgedriickt in Galaktose, 785 y + 35 y bzw. 0,0044 mMol 


Zucker. 


ad c) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen(Galaktosemethode') : 
Je 1 cem der oben fiir Macleod-Robison 1:66,7 verdiinnten, invertierten 
Lésungen wurde im MeBkélbchen ad 10 ccm aufgefiillt; nun Verdiinnung 1:6,67 
(Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen). 








by ecm n/200- Galaktose 
Kélbchen Thiosulfat y 
1 2 ccm 1,35 + 0,05 152 
l ccm 1,68 + 0,01 75 
2 2 ccm 1,35 + 0,00 152 
l ccm 1,68 + 0,01 Be 











Mittel fiir 1 ccm, ausgedriickt in Galaktose, 76 y + 0,8 y. 


ad d) Die restliche invertierte Lésung aus 2b wurde nach Einengen zu 
papierchromatographischen Untersuchungen verwendet. 


ad 3. 
Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison in der nicht in- 
vertierten Lésung: Analyse der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung. 

1 cem = 4,22 ccm n/200-Thiosulfat (Einzelwert), ausgedriickt in Galaktose, 
1899 y bzw. 0,0106 mMol Saccharid. 

0,6 com = 2,57 + 0,01 cem n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galaktose, 1154 
bzw. 0,0064 mMol Saccharid. 

Mittel fiir 1 cem, ausgedriickt in Galaktose, 1910 y + 10 y» bzw. 0,0106 mMol 
Saccharid. 





ad 4. 


4ccem der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung wurden im MeBkélbchen ad 
10 cem aufgefiillt (Verdiinnung 1: 16,68). 
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Die Lésung wurde verwendet: 

a) zur Bestimmung von Trockengewicht, Zersetzungstemperatur und Asche, 

b) zur erneuten Aldehydgruppenbestimmung (Macieod- Robison), 

c) zur Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen. 

ad a) Trockengewicht und Zersetzungstemperatur: Je 1 ccm der 1:16,68 
verdiinnten Ausgangslésung wurden in 2 Platintiegeln im Vak.-Trockenschrank 
bei 10 Torr und 40° zur Trockne eingedampft und anschlieBend die Gewichts- 
abnahme bei steigender Temperatur festgestellt (vgl. Abb. 4). 

Der Zersetzungspunkt der Substanz kann aus Verfarbung derselben bei 75° 
erkannt werden. 

Trockengewicht samt Asche in obigem 1 ccm = 3777 y. 

Aschegehalt: Die Substanz wurde vorsichtig bei kleiner Flamme verascht: 

Tiegel 1: 0,144 mg, Tiegel 2: 0,140 mg 
Mittel 0,142 mg Asche in 3,777 mg Substanz = 3,8% Asche. 
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ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison in der nicht 
invertierten Losung: 

Analyse der 1:16,68 verdiinnten Ausgangslosung (Mittelwerte aus mehreren 
Bestimmungen). 

2 ccm = 3,40 + 0,035 com n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galaktose, 1530 y 

bzw. 0,0085 mMol Saccharid. 
1 cem = 1,67-+0,04 com n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galaktose, 756 y 
bzw. 0,0042 mMol Saccharid. 
Mittel fiir 1 com, ausgedriickt in Galaktose, 762 y + 10 y bzw. 0,0042 mMol 
Saccharid. 

ad c) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode®) 
in der nicht invertierten Lésung: 

lecm der 1:16,68 verdiinnten Ausgangslésung wurde im MeBkélbchen ad 
10 cem aufgefillt; nun Verdiinnung 1:166,8 (Mittelwerte aus mehreren Bestim- 
mungen). 

2cem = 1,26+0,005 com n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galaktose, 173 

1 ccm = 1,63-+0,01 ccm n/200-Thiosulfat, ausgedriickt in Galaktose, 86 y 

Mittel fiir 1 ccm, ausgedriickt in Galaktose, 86 y + 1 y. 

Die Auswertung der Analysen ergibt die in Tab.1, S. 208, enthaltenen Werte, 
die auf die 1:6,67 verdiinnte Ausgangslésung bezogen sind. 

Berechnung der spezif. Drehung. 

a) aus Trockengewicht aschefrei: 

[«]p:+ 23,19 (c = 6,06) bzw. [x]: + 23,0° (c = 0,91). 
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b) aus Aldehydgruppenbestimmung unter Einsetzen eines Galaktose-penta- 
saccharides: 
[a]p:+ 25,6° (c = 5,84) bzw. [a]p: + 23,99 (c = 0,88). 
Im Mittel aus allen vier Werten ergibt sich: 
[a~]p: + 23,9° + 0,8°. 
Spezif. Drehung der invertierten Lésung 2a 


a) nach Macleod-Robison aus 2a und 2b: [a]p: 4- 78,8°, 
b) nach Hagedorn-Jensen aus 2a und 2e: [a]p: + 80,4°. 


Die spezif. Drehung der invertierten Substanz ist die der p-Galaktose. 


Zusammenfassung 


Aus dem Gemisch der Hydrolysenzwischenprodukte von Galak- 
togen werden eine Trisaccharid- und eine Pentasaccharidfraktion isoliert 
und beziiglich Zusammensetzung, spezif. Drehung, Spaltungsgeschwin- 
digkeit und Verzweigung naher untersucht. : 

Die Hauptkettenbindung beider Oligosaccharide und damit auch 
des Galaktogens ist die /-D-1-3-Bindung, was aus den molekularen 
Drehungsbeitragen der verschieden gebundenen D-Galaktosen hervor- 
geht. 


Summary 


Tri- and pentasaccharide fractions have been isolated from the inter- 
mediate products obtained in the hydrolysis of galactogen. The compo- 
sition, specific rotation, rate of cleavage and degree of branching of the 
fractions have been investigated. The molecular rotations of the va- 
riously linked D-galactoses indicate that the ,,backbone“ radicals of both 
oligosaccharides, and therefore those of galactogen, are linked in the 
f-D-1.3-position. 
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Beobachtungen bei der Séurehydrolyse des Galaktogens 


IV. Mitteil.: Berechnung der spezif. Drehung des Galaktogens 
aus den Drehungsbeitragen der verschieden gebundenen Galaktosen 
Von 


H. Weinland 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1955) 


In der III. Mitteilung! lieB sich die spezif. Drehung der entstandenen 
Tri- und Pentasaccharide erklaren durch deren Aufbau aus D-Galaktosen 
mit f-1-3-gebundener Hauptkette und £-1-6-gebundenen Seitenzweigen. 
Fir die Drehung lingerer Molekiile gleicher Struktur kann man voraus- 
sagen, daB die spezif. Drehung bei zunehmender Kettenlange immer 
mehr abnimmt, weil der Anteil, den das hochdrehende aldehydische 
Ende des Molekiils an der Gesamtdrehung ausmacht, im Verhiltnis 
immer kleiner wird und immer weniger ins Gewicht fallt. Fiir Molekiile 
mit maximaler Zahl an f-1-6-gebundenen D-Galaktose-Seitenzweigen 
wiirde die spezif. Drehung einem Endwert von [a]p = + 3,1° zu- 
streben, diesen jedoch nie erreichen oder gar unterschreiten (vgl. Tab. 1); 
mit steigender Molekiilgr6Be nimmt die spezif. Drehung zunehmend 
langsamer ab. Eine negative spezif. Drehung, wie sie im Galaktogen vor- 
liegt, kommt offenbar erst durch den Einbau von L-Galaktosen in die 
Seitenzweige des Molekiils zustande. 


Tab. 1. Berechnete [«]p-Werte fiir Molekiile verschiedener GréBe mit 
»galaktogenartiger Struktur“‘, aber L-frei. 








Fe eg Be D-Galaktosen | —[«]p er- 

einen Galaktoserest) pro Molekiil rechnet 
rT | 8 +11,39 
PEEP TTT 16 + 7,4° 
PEPPTT TE 22. FE 80 + 4,1° 
EPPETTETE ---PA°..... Ff 800 + 3,3° 
Sehr groBe Molekiile co + 3,1° 








Die spezif. Drehung des Galaktogens kann nach dem obigen nur 
ausgewertet werden, wenn Anhaltspunkte fiir die Molekilgr6Be und fiir 
den Drehungsanteil der gebundenen L-Galaktose vorliegen. Zur Molekiil- 
groBenbestimmung wurden Analysen iiber den Phosphorgehalt des 
Galaktogens herangezogen. Im Mittel bestimmt sich dieser zu 0,22% P; 


1 F. May u. H. Weinland, diese Z. 805, 207 [1956], vorstehend. 
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d. h. auf eine Phosphorséure konimen etwa 80 Galaktosen (82—87), die 
man als die kleinste Einheit im Galaktogen annehmen kann. 

Die in «-1-6-Bindung vorliegende L-Galaktose? ist fiir den Dreh- 
wert der bisher untersuchten Spaltstiicke nicht zu beriicksichtigen, da 
sie davon frei sind. Der Wert fiir den Drohungebeitzag x-1-6-gebundener 
D-Galaktose findet sich in der Literatur mit + 39 000 angegeben® und 
ist somit fiir «-1-6-gebundene L-Galaktose von gleicher GréBe mit nega- 
tivem Vorzeichen. 

Das Verhaltnis von D: L-Galaktose im Galaktogen konnten wir im 
Endstadium der Hydrolyse friiher schon mit 7:1 ermitteln*; somit 
treffen auf die obige Einheit 10 L-Molekiile. Danach errechnet sich die 
spezif. Drehung des Galaktogens wie folgt: 


= 12 978, ergibt sich hieraus ein [x]p = — 23,9°. 


Galaktogens bei Annahme gréBerer Molekiile andern wiirde. Der posi- 


andern, gleichgiiltig das Wievielfache von 80 Galaktosen im Galaktogen 
enthalten ist. 


Tab. 2. Berechnete [«]p-Werte fiir Molekiile mit Galaktogenstruktur, L-haltig. 











a Seite [a]p bei Anzahl Galaktosen pro Molekiil 
D:L-Verhaltnis 80 | 800 l 8000 
721 —23,9° 24,6° —24,7° 
9:1 —18,3° 19,0° —19,1° 
11:1 —14,9° 15,3° —15,4° 
(84 Galaktosen) (840 Galaktosen) (8400 Galaktosen) 


In Tab. 2 sind noch andere D: L-Verhaltnisse aufgenommen. Man 
erkennt an diesen, daB ein D: L-Verhialtnis von 6:1, wie es von Bell 


Drehung fordert, als sie in ihren Messungen mit [a |p = — 16,1 fanden. 


2 F. May u. H. Weinland, diese Z., 305, 75 [1956]. 
8 D. French, Advances Carbohydrate Chem. 9, 149 [1954]. 
4 F. May u. H. Weinland, diese Z. 296, 154 [1954]. 
5 J.O. Bell u. E. Baldwin, J. chem. Soc. [London] 1941, 125. 
6 KE. Baldwin u. J. O. Bell, J. chem. Soc. [London] 1988, 1461. 


1. Anfangsgalaktose mit freier Aldehydgruppe. . ........ + 14 450 
2. 39 in Hauptkette f-1-3-gebundene p-Galaktosen = 381039 . . + 148590 
ergibt fiir die gesamte Hauptkette. ............. + 163040 
3. 30 als Seitenzweige f-1-6-gebundene p- Galaktosen’— — 275030 — 82500 
ergibt fiir das t-Galaktose-freie Molekiil. . . . 2... ....., + 80540 
4. 10 als Seitenzweige f-1-6-gebundene L-Galaktosen = — 39000 x 10 — 390000 | 
molekulare Drehung des Gesamtmolekiils. . ......... — 309460 F 


Unter Einsetzen des Molekulargewichts von (80 x 180)—(79 x18) [ 
Tab. 2 zeigt in ihrer ersten Zeile, wie wenig sich der [«]p-Wert des | 
tive Drehungsanteil des aldehydischen Endes fallt hier bereits bei 80 Ga- 


laktosen im Molekiil nicht mehr ins Gewicht. Die berechnete Drehung | 
wirde sich fiir das Verhaltnis 7 D-: 1 L-Galaktose nicht wesentlich | 


und Baldwin angenommen wurde®, eine wesentlich negativere spezif. | 
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Die in der Literatur vorhandenen [«]p-Werte fiir Galaktogen bewegen 
sich fiir solches aus EiweiBdriisen bzw. aus Gesamttieren zwischen 
— 16,1°® und 17,6°7, fiir solches aus Eiern zwischen — 23,698 und 
— 16,5. Nach den obigen Berechnungen wird man vielleicht fiir 
Galaktogen mit [«]p positiver als — 23° annehmen diirfen, daB in 
diesem das D: L-Galaktose-Verhaltnis verschoben ist. Der Phosphor- 
gehalt scheint bei Galaktogenen mit verschiedenem [a«]p wenig zu 
schwanken (vgl. Tab. 3 im Versuchsteil). 

Nicht beriicksichtigt ist in den vorliegenden Berechnungen der Ein- 
fluB, den die eine gebundene Phosphorsiure je 80 Galaktosen auf die 
Drehung haben kann, doch diirfte er keine grundsatzliche Verschiebung 
in den !a]p-Werten bewirken. 


Beschreibung der Versuche 
Phosphatbestimmungsmethode 
Die Phosphorsaure wurde kolorimetrisch als Molybdanblau bestimmt. Wegen 
der teilweise nur sehr kleinen Mengen an Untersuchungsmaterial wurde die Methode 
von Hahn® verwendet, die mit Zinn(II)-chlorid als dem empfindlichsten Reduk- 
tionsmittel arbeitet und von ihm fiir 10—150 y Phosphor ausgearbeitet ist. 
Die folgenden Messungen zwischen 10 





























und 40 y Phosphor wurden unter Verwen- | 09 a 

dung der 5-cm-Kiivette und des Filters és 

S72 direkt mit dieser Methode am Pulf- s a7 Pais ae 

rich-Photometer vorgenommen. Die auBe- —E 5 @ 

ren Bedingungen fiir die Farbentwick- & 

lung und die Durchfiihrung wurden zur 03 

xewinnung exakt reproduzierbarer Werte ar! 

etwas abgedndert; z. B. Ersatz der ange- 

gebenen Tropfenzahlen der Reagenzien 10 20 30 40 
7 Phosphor-— 


durch Volumabmessungen, Einstellung kon- 

stanter Temperatur mit Héppler-Ther- = " 

mostat, Veibiauane der Zeit fitr die Farb- Abb. 1. Eichkurve fiir 10—40 y 
entwicklung von 30 auf 60 Minuten. Die Phosphor. 
dabei erhaltene Eichkurve zeigt Abb. 1. 
Die Methode arbeitet mit einem mittleren Fehler des Mittelwertes von + 3%. 
Im folgenden wird sie als Makromethode bezeichnet, weil daneben eine Mikro- 
methode fiir 0,5—4 », von mir nach dem gleichen Prinzip entwickelt, verwendet 
wurde. Das Vorgehen zur Veraschung der Substanzen wurde von Hahn iibernom- 
men, jede Verbrennung mit genau 0,4 ccm konz. H,SO, durchgefiihrt und in Leer- 
und Analysenwert die gleichen Mengen an H,O, zugegeben, die sich jeweils nach 
dem Anfall an Kohle im Analysenwert richten. 

Fiir die Bestimmung des Phosphorgehaltes vom ungespaltenen Polysaccharid, 
wo sehr groBe Mengen organischer Substanz einer sehr kleinen Menge an Phosphor 
gegeniiberstehen, muBte man, um faBbare Mengen an Phosphor zu bekommen, die 
Polysaccbaridmenge in kleinen Portionen in der Schwefelsaure verbrennen. 

Jedes Verbrennungsprodukt wurde mit 35 ccm aqua bidest. in ein Erlenmeyer- 
kélbchen iibergefiihrt, 3 Min. gekocht (zur Umwandlung evtl. entstandener Meta- 
und Pyrophosphorsaure), abgekiihlt, mit 1 ccm waBriger, 0,05-proz. 1-Hydroxy-2.4- 
Dinitrobenzollésung als Indikator versetzt und dann mit 3-n.Na-Acetat solange 
titriert, bis der gleiche py-Wert erreicht war, wie bei einer jeweils im Bedarf frisch 


7 H.H.Schlubach u. W. Loop, Liebigs Ann. Chem. 582, 228 [1937]. 
8 F. May, Z. Biol. 92, 325 [1932]. 
® F. Hahn, Angew. Chem. 60, 207 [1948]. 
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hergestellten Vergleichslésung von 5 ccm 2-n. H,SO, + 30 ccm Wasser + 1 ccm 
Indikator + 3,3 ccm 3-n. Na-Acetat. Die exakte Durchfiihrung dieser Analysen- 
vorbereitung ist wichtig, da die Farbe der Molybdanblaureaktion auBerst px- 
empfindlich ist?®. Danach wurden die Lésungen im 50-ccm-MeBkélbchen zur Marke 
aufgefiillt (Analysenlésung) und mit entsprechenden Entnahmen Makro- und 
Mikrophosphorbestimmungen durchgefiihrt. 

Mikromethode: Bei Verwendung verschiedener Mengen der Analysen- 
lésung wurde diese im 5-ccm-MeBkélbchen mit aqua bidest. auf 4ccm erganzt, 
dann 100 cmm Molybdatreagens nach Hahn zugegeben und nach guter Durch- 
mischung unter Bewegen des Kélbchens noch 50 cmm 1-proz. SnCl,-Lésung zu- 
gesetzt (hergestellt héchstens 10 Min. vorher aus einer 10-proz. SnCl,-Lésung in 
konz. HCl p. a. durch Verdiinnen mit aqua bidest.; auch die 10-proz. SnCl,-Lésung 
nicht alter als 6 Stdn.). Nach Auffiillen des Kélbchens zur Marke mit aqua bidest. 
und raschem Umschiitteln erfolgt Einhingen in den dunkel stehenden Thermo- 
staten zur Farbentwicklung bei 20,0—20,1° fiir 60 Minuten. 

Die Reagenzien werden bei méglichst 
T schwacher Beleuchtung (40 Wattlampe) zuge- 
| ee geben. Der bei jeder Analyse mitgefiihrte Leer- 
0 ie wert wird einschlieBlich der Molybdatzugabe 
= gemeinsam mit der Analyse vorbereitet; die 
Q7 Zugabe des Reduktionsmittels erfolgt dann 
“ 05) regelmaBig zuerst im Leerwert. Die Extinktions- 
messung geschieht am Pulfrich-Photometer mit 
| Filter S72 und 5-cm-Mikrokiivette. Abb. 2 zeigt 
af | | die erhaltene Eichkurve. Die Methode arbeitet 
f 2 3 4 im ungiinstigsten Fall mit einem mittleren 

7 Phosphor Fehler des Mittelwertes von +5%. 
Phosphorgehalt des Galaktogens mit 
Abb. 2. Eichkurve fiir 0,5—4 » [a]p = — 16,5°, eines Galaktogens mit 
Phosphor. [a]p = — 23° und eines Glykogenprapa- 
rates, das sich bei Mischung mit jedem 
der beiden Galaktogene elektrophoretisch von diesen abtrennen laBt™ 

Die Substanzen wurden nach Trocknen bei 105° und Aufbewahren iiber 
Calciumchlorid direkt in MeBkélbchen eingewogen und zur Marke aufgefiillt. Je 
1 com wurde in 0,4 ccm konz. H,SO, unter Zugabe exakt abgemessener Mengen 
von H,O, verbrannt; erst dann wurde ein weiterer ccm zugegeben und wieder 
abgewartet, bis dieser vollstaéndig verbrannt war. Auf diese Weise konnten bis 
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Tab. 3. Phosphatbestimmung in Galaktogen und Glykogen. 
































zur LBde Ga- 

Ein- . > ent- © are Ex- | entspr. af 

Substanz | wane | atte | Vrmenaae|aprechona [> & 2] ution] Phow- | samt 
insgesamt 238 a Mittel phor 
mg ad ccm ccm mg ecm Y % 

Galaktogenmit | 55,1 5 4 44,0 1 0,79 1,8 | 0,20 
[a]p = —23° 55,8 5 4 44,6 1 0,84 1,9 | 0,21 
Galaktogenmit | 53,8 5 2 21,5 1 0,52 1,0 | 0,23 
[a]p = — 16,59} 53,9 5 4 43,0 1 0,88 2,0 | 0,23 
Glykoren 250,5 25 4 40,1 4 0,61 1,3 | 0,04 
40* | 0,39 | 13,8 | 0,04 

256,1 25 4 41,0 4 0,69 1,5 | 0,046 


* Makromethode. 


10 J. Berenblum u. E. Chaim, Biochem. J. 32, 286 [1938]. 
lM. Geldmacher-Mallinckrodt u. H. Weinland, diese Z. 292, 65 [1953]. 
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zu 4ccm Polysaccharidlésung in einem Kjeldahl-Koélbchen verascht werden. 
Gleichzeitig wurden entsprechende Leerwerte unter Zugabe genau derselben 
Menge H,O, mitgefiihrt. Samtliche Veraschungsprodukte wurden, wie oben be- 
schrieben, aufgekocht, neutralisiert und in 50-ccm-MeBk6lbchen mit aqua bidest. 
zur Marke aufgefiillt (Veraschungslésungen). Bei der Farbentwicklung blieben 
die Leerwerte vdéllig farblos. 

Die gemessenen Werte in Tab. 3 zeigen, daB der Phosphorgehalit in den beiden 
Galaktogenen praktisch gleich ist, im Mittel.0,22%. Der Gehalt an Phosphor im 
Glykogen betragt nur den fiinften Teil davon. Verglichen mit anderen Starken: 
Gerstenstarke 0,056% P, Kartoffelstarke 0,052—0,085%, Maisstarke 0,022% P1*, 
ist der Phosphorgehalt des Glykogens mit diesen etwa gleichwertig. Dagegen ist der 
Phosphorgehalt der Galaktogene wesentlich héher; hier trifft auf 80—87 Galak- 
tosemolektile 1 Phosphorsaure. 

Wenn man den Phosphorgehalt| als Grundlage nehmen darf, ware die Gly- 
kogeneinheit etwa 5mal so groB. Meyer?® findet einen aus Organen mit Wasser 
extrahierbaren Glykogenanteil mit etwa 500 Glucosen pro Molekiil. 

Fiir die Abtrennbarkeit des Galaktogens vom Glykogen, iiber die wir friiher 
berichtet haben!!»14, ist offensichtlich der unterschiedliche Phosphorsauregehalt 
verantwortlich. 


Zusammenfassung 

Die gemessene spezif. Drehung des Galaktogens wird theoretisch ab- 
geleitet aus den Drehungsbeitrigen der verschieden gebundenen D- und 
L-Galaktosen. 

Summary 

The measured specific rotation of galactogen has been deduced 
theoretically from the rotations of the variously linked D- and L-galac- 
toses. 

122K. Myrback u. B. Kihlberg, Biochem. Z. 315, 250 [1943]. 


13 K.H. Meyer, G.Noelting u. P. Bernfeld, Experientia [Basel] 3, 


370, [1947]. 
14M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 298, 256 [1953]. 
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Uber das Vorkommen von Neuraminsdure in den Mucinen 
von Schweine- und Pferde-Submaxillaris, 
sowie von Kuh-Colostrum 
Von 
E. Klenk und G. Uhlenbruck 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1956) 


Die von dem einen von uns? als Spaltprodukt der Ganglioside auf- 
gefundene und in Form ihres gut kristallisierenden Methylglykosids 
isolierte Neuraminséure ist auch ein Bestandteil der prosthetischen 
Gruppe von vielen Mucinen und mucinartigen EiweiBstoffen. So konnte 
die Substanz, ebenfalls als Methylglykosid, inzwischen aus Rinder-Sub- 
maxillarismucin?, Harnmucin?, Frauenmilchmucin*, Amyloid‘, mensch- 
lichem SerumeiweiB>, Fetuin® und Stroma-EiweiB von Rinder-Erythro- 
cyten’? gewonnen werden. AuBerdem wurde durch Saéurehydrolyse® bzw. 
durch enzymatische Einwirkung von Influenzavirus® aus Rinder-Sub- 
maxillarismucin bzw. Harnmucin N-Acetyl-Neuraminsaure als partielles 
Spaltprodukt erhalten. 

Substanzen, die der letzteren sehr nahe stehen, wurden von ver- 
schiedenen Seiten beschrieben. Es sind dies die Sialinséuren von Blix 
und Mitarbb.1°, die Lactaminséure von Kuhn und Brossmer?’, die 
Gynaminséure von Gyorgy und Mitarbb.** und die Sevo-lactaminsaure 
von Yamakawa und Suzuki!. Von den verschiedenen Sialinséiuren 


1K. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]. 
2 E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 
3 J. R. E. Hoover, G. A. Braun u. P. Gyérgy, Arch. Biochem. Biophysics 
47, 216 [1953]. 
4 E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 299, 191 [1955]. 
P. Bohm u. L. Baumeister, diese Z. 300, 153 [1955]. 
E. Klenk u. W. Stoffel, diese Z. 302, 286 [1955]. 
E. Klenk u. W. Stoffel, diese Z. 308, 78 [1956]. 
E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 
E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 801, 235 [1955]; Photo- 
graphie und Wissenschaft 5, 3 [1956]. 
10 G. Blix, L. Svennerholm u. I. Werner, Acta chem. scand. 6, 358 [1952]. 
1G. Blix, E. Lindberg, L. Odin u. I. Werner, Nature [London] 1%5, 
340 [1955]. 
#2 R. Kuhn u. R. Brossmer, Chem. Ber. 87, 123 [1954]. 
13 F. Zilliken, G. A. Braun u. P.Gyérgy, Arch. Biochem. Biophysics 54, 
564 [1955]. 
4 T. Yamakawa u. 8.Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 42, 727 [1955]. 


coon owm 





| - PPHDn «a 


QO, mga @Sadgowss sc. oes 


D> Pe AN N weo RT OD me 


956) 


ien 


uf- 
ids 
1en 
nte 
ub- 
ch- 
ro- 
LW. 
1b- 
les 


er- 
ix 
die 
ire 
en 


ics 





Bd. 305 (1956) Vorkommen von Neuram nsaure in Mucinen 995 


dirfte die aus Schaf-Submaxillarismucin*, Ovomucin!! und SerumeiweiB!® 
gewonnene N-Acetylverbindung sowie die Gynaminsiure mit der N- 
Acetyl-neuraminsaure identisch sein. Ebenso scheint die Annahme be- 
rechtigt, daB es sich bei der als Methoxylverbindung isolierten Sero- 
lactaminséure um das Methylglykosid oder den Methylester der Serum- 
sialinsiure bzw. der N-Acetyl-neuraminsaure handelt. Die Existenz der 
als Diacetylverbindung angesprochenen Rinder-Sialinsaure ist fraglich**. 
Fir den Fall, daB sich die Befunde noch bestitigen sollten, wird sich 
auch diese Substanz zweifellos als ein Derivat der Neuraminsiaure her- 
ausstellen, da die letztere aus Rinder-Submaxillarismucin, wie bereits 
erwahnt, sowohl in Form ihres Methylglykosids als auch ihrer N-Acetyl- 
verbindung erhalten wurde. 

Ungeklart dagegen ist noch, in welcher Beziehung die Sialinsiure 
von Schweine- und Pferde-Submaxillarismucin!!, sowie die Lactamin- 
siure aus Kuh-Colostrum zur Neuraminsiure stehen. Uber die beiden 
Sialinséuren sind experimentelle Einzelheiten noch nicht bekannt. Die 
Schweine-Sialinsiure soll eine N-Glykolyl-Verbindung sein. Uber die 
Pferde-Sialinsiure wurde nur mitgeteilt, daB sie von allen anderen Sia- 


* Auf die Schaf-Sialinséure wird in allen neueren Verdffentlichungen von 
Blix und Mitarbb. verwiesen. Jedoch konnte von uns nirgendwo eine Beschrei- 
bung der Substanz aufgefunden werden. 

** Tn einer ihrer letzten Veréffentlichungen geben Blix und Mitarbb.1! an, 
daB Sialinséure erstmals von Blix’* im Jahre 1936 isoliert worden wire. Es sei 
hierzu erginzend bemerkt, daB in dieser Arbeit in Wirklichkeit ein hexosamin- 
haltiges Disaccharid von saurem Charakter, das 2 Acetylgruppen im Molekiil ent- 
halt, beschrieben wurde. Die wenige Jahre spaiter von mir! in den Gangliosiden 
aufgefundene hexosaminfreie Neuraminsaure wurde iiber ein Jahrzehnt hindurch 
von den schwedischen Forschern!’ als ein Zersetzungsprodukt ihres Disaccharids 
angesprochen. Sie revidierten ihre Auffassung erst, als von mir!® gezeigt worden 
war, daB das von ihnen!’ in den Gangliosiden nachgewiesene Chondrosamin kein 
Spaltprodukt der Neuraminsaure ist, sondern daB der Aminozucker zusammen mit 
den anderen Zuckern neben der Neuraminsaure als Baustein in den Gangliosiden 
vorkommt. Ohne auf diesen Befund hinzuweisen, wird von den schwedischen 
Forschern’ in der Folge die Fiktion, daB es sich um ein hexosaminhaltiges Di- 
saccharid handelt, nicht mehr aufrecht erhalten. Erst jetzt (1952) wurde von ihnen 
der Name Sialinsaure eingefiihrt, nachdem sie offensichtlich erkannt hatten, daB 
ihre Substanz die Acetylverbindung einer Polyoxy-aminosaéure von der Art der 
(damals schor iiber 10 Jahre bekannten) Neuraminsaure ist. Im iibrigen hat 
Hiyama? vergeblich versucht, diese Blixsche Diacetylverbindung wieder dar- 
zustellen. Auch in meinem Institut sind alle, schon jahrelang laufenden Versuche 
zur Darstellung der Substanz nach der Blixschen Vorschrift vom Jahre 1936 ge- 
scheitert. Es ist zum mindesten sehr verwunderlich, daB es den schwedischen 
Forschern im Laufe von 20 Jahren nicht méglich war, eine einwandfreie Dar- 
stellungsmethode auszuarbeiten. Solange die von Blix gemachten Angaben nicht 
auch von anderer Seite bestatigt werden kénnen, muB bezweifelt werden, da8 hier 
eine chemisch wohl definierte, einheitliche Verbindung vorgelegen hatte. . 

E. Klen 

1 L. Odin, Acta chem. scand. 9, 862 [1955]. 

16 G. Blix, diese Z. 240, 43 [1936]. 

17 G. Blix, L. Svennerholmu.I. Werner, Acta chem. scand. 4, 717 [1950]. 

18 K. Klenk, diese Z. 288, 216 [1951]. 

19 N. Hiyama, Tohoku J. exp. Med. 51, 319 [1949]. 
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linséuren verschieden ist. Was die Lactaminsaure betrifft, so wurde sie 
von Kuhn undBrossmer urspriinglich als Methoxylverbindung isoliert, 
welcher die vorliufige Formel C,,H,,0,N zugesprochen wurde. Da die 
Lactaminsaéure eine N-Acetylverbindung ist und die elementare Zu- 
sammensetzung der N-Acetyl-neuraminsaure nach unseren Befunden der 
Formel C,,H,,0,,N entspricht, schien es, daf der in der Lactaminséure 
vorhandene Grundkérper nicht mit der Neuraminséure identisch ist. 

Fir den Fall, daB in Glykoproteiden irgend welcher Herkunft auBer 
der Neuraminséure noch andere Polyoxy-aminoséuren dieser Art vor- 
kommen, welche in gleicher Weise die fiir die erstere so charakteristi- 
schen Farbreaktionen (Rotviolettfarbung bei der Bialschen Reaktion, 
direkte Ehrlichsche Aldehydreaktion) geben, so bot demnach die Unter- 
suchung der oben genannten Mucine die beste Aussicht sie anzutreffen. 
Wir haben die letzteren deshalb in der fiir die Darstellung des Neuramin- 
siure-methylglykosids tiblichen Weise gespalten und die auftretenden 
Bial-positiven Spaltprodukte etwas eingehender untersucht, wobei wir 
uns der chromatographischen Fraktioniermethode mit Hilfe von Katio- 
nenaustauschern bedienten. In allen 3 Fallen fand sich als hauptsich- 
lichste Bial-positive Substanz Neuraminsiure-methylglykosid. Die 
Menge der davon chromatographisch abgetrennten andersartigen Bial- 
positiven Substanzen ist demgegeniiber sehr gering. Wir haben deshalb 
auch auf die Identifizierung derselben verzichtet. Manches spricht dafiir, 
daB es sich um das Methylglykosid von noch ungespaltener N-Acetyl- 
neuraminsdure handelt. Die hier beschriebene Untersuchungsmethode 
ist gleichzeitig auch als gute und bisher einfachste Darstellungsmethode 
fiir das Neuraminséure-methylglykosid brauchbar. 

Unsere Befunde machen es sehr wahrscheinlich, daB sowohl die 
Pferde- wie auch die Schweine-Sialinséure, ebenso wie alle anderen von 
Blix und Mitarbb. beschriebenen Sialinsiuren Derivate der Neuraminsiure 
sind*. Wahrend fiir die Pferde-Sialinsiiure die elementare Zusammen- 
setzung noch nicht bekannt ist, wird der Schweine-Sialinséure die Formel 
C,,H,,0,,N zugesprochen. Da es sich um eine Glykolylverbindung 
handelt, miBte der Grundkérper die Formel C,H,,0,N haben, was auch 
die Forme] des Grundkorpers der Ovosialinsiure C,,H,,0,N und mancher 
der mit ihr identischen Sialinsiuren anderer Herkunft (N-Acetylver- 
bindung) sein miBte. Dieselbe Formel berechnet sich nach Yamakawa 
und Suzuki? fiir ihre Praehimataminsiure, die, wie sich spater?! 
zeigte, mit der Neuraminsaure identisch ist. Im Gegensatz dazu kommt 
nach unseren Befunden der Neuraminséure auf Grund zahlreicher Ana- 
lysen des Methylglykosids und der N-Acetylverbindung die Formel 
CypH yO N zu. 


* Wie aus einer kurzen Bemerkung hervorgeht, konnten inzwischen auch 
Blixu. Mitarb.”? aus Schweine-Sialinsiure Neuraminsiure-methylglykosid erhalten, 
20 T. Yamakawa u. 8. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 38, 199 [1951]. 
21 KE. Klenk u. H. Wolter, diese Z. 291, 259 [1952]; T. Yamakawa u. 
8S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 39, 175 [1952]. 
22 G. Blix u. L. Odin, Acta chem. scand. 9, 1541 [1955]. 
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Obgleich sich die fiir die beiden Formeln berechneten N-Werte um 
etwa 0,5° unterscheiden und dasselbe auch fiir die entsprechenden 
Derivate (z. B. fiir das Methylglykosid C,,H,,O,N ber. N 4,98%; 
C,,H,,0,N ber. N 4,50°%,) gilt, macht es gewisse Schwierigkeiten die Ent- 
scheidung fiir eine der beiden Formeln zu treffen. Herr Professor Blix, 
dem wir eine Probe unseres Neuraminsiure-methylglykosids zu Ver- 
gleichszwecken iiberlassen hatten, machte uns darauf aufmerksam, dai 
bei einer Kontrolle der elementaren Zusammensetzung ein N-Gehalt von 
5,0°% gefunden wurde, wahrend wir durchweg einen Wert von etwa 4,5%, 
finden. Die Aufklirung dieser Diskrepanz fiihrte zu dem Ergebnis, daB 
in manchen mikroanalytischen Laboratorien bei Mikro-N-Bestimmungen 
nach Dumas leicht zu hohe Werte gefunden werden und daB dies auch 
fiir das Laboratorium (B., Miilheim) zutrifft, in welchem Herr Prof. 
Blix die Analysen ausfihren lieB. Die bei unseren erneuten Nachprii- 
fungen erzielten Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit unseren 
alten Befunden, wonach dem Neuraminsaure-methylglykosid die Formel 
C,,H,,0,N zukommt. 

Nach den vorliegenden Feststellungen hat man weiter guten Grund 
anzunehmen, da auch die Lactaminsaure ein Neuraminsaurederivat ist. 
Dies deckt sich mit den Untersuchungsergebnissen, tiber welche soeben 
Kuhn und Brossmer”’ kurz berichteten. Demnach hat die Lactamin- 
sure dieselbe elementare Zusammensetzung wie die N-Acetyl-neuramin- 
siure. Auch alle anderen Daten sprechen dafiir, daB beide Substanzen 
identisch sind. Uberraschenderweise stimmt auch das Infrarotspektrum 
der Methoxy-lactaminséure, wohei es sich, wie Kuhn und Brossmer 
jetzt gefunden haben, um den Methylester handelte, mit dem der N- 
Acetylneuraminséure** praktisch vollstandig iiberein. 


Beschreibung der Versuche 
Darstellung des Ausgangsmaterials 


Schweine- und Pferde-Submaxillarismucin. Die Methode von Blix- 
Hammarsten’6, welche sich friiher? bei der Darstellung des Rinder-Submaxillaris- 
mucins gut bewahrt hatte, fiihrte in den beiden vorliegenden Fallen nicht zum 
Ziel. Es wurden nur kleine Mengen eines mit anderen EiweiBstoffen stark ver- 
unreinigten Produkts erhalten, das einen sehr niedrigen Neuraminsaure(NS-)Ge - 
halt* (0,5%) hatte. Ein nach der Vorschrift von Curtain und Pye?® aus Schweine- 
Submaxillarisdriisen dargestelltes Mucin enthielt demgegeniiber 3,5—4% NS. 
Die mit viel Aufwand verbundene Darstellung hat nur den Nachteil, daB das ab- 
getrennte EiweiB keineswegs NS-frei (NS-Gehalt 0,5—1,0%), und die Ausbeute 
an Mucin entsprechend niedrig ist. Es sollte nach Méglichkeit auch die Anwen- 


* Alle NS-Bestimmungen wurden nach der Methode von Béhm, Dauber 
und Baumeister®> ausgefiihrt. 
23 R. Kuhn u. R. Brossmer, Angew. Chem. 68, 211 [1956]. 
#4 EH. Klenk, H. Faillard, F. Weygand u. H.H.Schéne, diese Z. 304, 
35 [1956]. 
25 P Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 32, 289 [1954]. 
26 C,C. Curtain u. J. Pye, Austral. J. exp. Biol. 38, 315 [1955]. 
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dung von alkalischen Lésungen bei der Darstellung vermieden werden. Wir 
beniitzen deshalb eine Methode der fraktionierten Fallung mit Benzoesaure?’. 

Die unmittelbar nach der Schlachtung der Tiere entnommenen Driisen wurden 
zunichst weitgehend von anhaftendem Fett und Bindegewebe befreit, dann in 
einem Fleischwolf fein zerkleinert und anschlieBend mit der 3fachen Menge Wasser 
im Starmix extrahiert. Nach dem Zentrifugieren gab man zu der iiberstehenden 
triiben Lésung unter Riihren 1/,9) V.-Tl. einer 20-proz. Lésung von Benzoesaure 
in Aceton zu. Der dabei aufgetretene Niederschlag wurde wiederum abzentrifugiert. 
Er enthielt keine nennenswerten Mengen NS. Aus der iiberstehenden klaren, etwas 
opalescierenden, rétlichen Lésung fallte man das Mucin durch nochmalige Zu- 
fiigung von !/,9) V.-Tl. Benzoesiurelésung und trennte den Niederschlag (1. Mucin- 
fallung) durch Zentrifugieren ab. Den noch in Lésung verbliebenen Anteil erhielt 
man schlieBlich durch Zugabe von weiteren 2/,5) V.-Tln. des Fallungsmittels. Nach 
Stehenlassen iiber Nacht bei 0° wurde der Niederschlag (2. Mucinfallung) abzentri- 
fugiert. Die Niederschlage wurden zur Entfernung der Benzoesaure noch griindlich 
mit Aceton und anschlieBend mit Ather ausgewaschen. 

Aus 7,6 kg Schweine-Submaxillarisdriisen wurden erhalten: 54 g Mucin 
(1. Fallung) vom NS-Gehalt 1,3% und 12 g Mucin (2. Fallung) vom NS-Gehalt 2%. 

Aus 1,8 kg Pferde-Submaxillarisdriisen wurden erhalten: 29 g Mucin (1. Fal- 
lung) vom NS-Gehalt 1,8% und 29g Mucin (2. Fallung) vom NS-Gehalt 2,2%. 

Mucin aus Kuh-Colostrum. In Anlehnung an die Vorschrift von Kuhn 
und Brossmer! wurden 7,5 1 frisches Kuh-Colostrum durch Zentrifugieren ent- 
rahmt und anschlieBend mit demselben Volumen einer Trichloracetat-Trichlor- 
essigsiurelésung vom py 3,0 (10-proz. Lésung von Trichloressigséure, die man mit 
5-n. NaO Hauf px 3,0 brachte) enteiweiBt wurde. Nach der Fallung wurde wieder 
auf py 3,0—3,5 eingestellt, iiber Nacht bei 0° stehengelassen und der Niederschlag 
abzentrifugiert. 

Die iiberstehende klare, nur ganz schwach opalescierende, griinliche Lésung, 
welche auf Grund der kolorimetrischen Bestimmung mit Bials Reagens 4,6 g NS 
enthielt, wurde 72 Stdn. gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert, wobei der 
NS-Gehalt auf 0,95 g absank. Die im Vak.-Umlaufverdampfer eingeengte dialysierte 
Lésung (allzu starkes Schiumen muBte durch Zutropfen von Amylalkohol ver- 
hindert werden) wurde nach Abtrennung eines geringen NS-freien EiweiBnieder- 
schlags gefriergetrocknet. Die Menge des so erhaltenen Mucins betrug 30 g. WeiBe, 
in Wasser leicht lésliche Substanz, die 2,9°% NS enthielt. 


Untersuchung der Bial-positiven Spaltprodukte 

Die Spaltung wurde nach dem von Béhm und Baumeister® modifizierten 
Verfahren durchgefiihrt, wobei die Bial-positiven Substanzen zunachst einmal durch 
Kochen mit 2-proz. methanol. Salzsiure in Lésung gebracht und anschlieBend erst 
durch Nachbehandlung mit 5-proz. methanol. Salzsiure im Bombenrohr bei 105° 
in die acetylfreien Verbindungen iibergefiihrt wurden. Die Lésung wurde im CO,- 
Strom unter vermindertem Druck bis zur sirupésen Konsistenz eingeengt (Wasser- 
badtemperatur nicht iiber 50°). Zur méglichst vollstandigen Entfernung des iiber- 
schiissigen Chlorwasserstoffs nahm man den Riickstand in wenig Methanol auf und 
dampfte das Lésungsmittel wie oben wieder ab. Dieses Verfahren wurde noch 
2—3mal wiederholt. Den Riickstand léste man in wenig Wasser und entfernte 
schlieBlich die jetzt noch vorhandenen Chlorionen mit einem méglichst geringen 
UberschuB einer heiB® gesattigten, waBrigen Silberacetatlésung (die Entfernung 
der Chlorionen mit Silberoxyd fiihrt nach unseren Beobachtungen zu NS-Verlusten). 
Nach Abtrennung des Silberchloridniederschlags machte man die Lésung mit Baryt- 
wasser alkalisch, engte sie zur Verseifung der Methylester in einer offenen Schale 
auf etwa die Halfte des urspriinglichen Volumens ein und entfernte die Barium- 
ionen wieder mit verd. Schwefelsdure unter Vermeidung eines Uberschusses. Das 
Vorhandensein von geringen Mengen iiberschiissiger Bariumionen stért nicht. Der 

27 A. J. Anderson, Biochem. J. 56, XXV [1954]; A. J. Anderson u. N. F. 
MacLagan, Biochem. J. 59, 638 [1955]. 
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Bariumsulfatniederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat in gefrorenem Zustand 
im Vak.-Exsiccator oder in einer Gefriertrockenapparatur bis zu einem Volumen 
von 10—15 ccm eingeengt. 

AnschlieBend erfolgte nun die chromatographische Fraktionierung mit Hilfe 
eines Kationenaustauschers (Amberlite IR 112), Héhe der Saéulen 60—80 cm, 
@ 10—12mm. Nach Aufladung mit einer waGr. Lisung von 2%, Schwefelsaure, 
10% Salzséure und 10% Kochsalz wurde die gut mit Wasser ausgewaschene Saule 
mit der zu fraktionierenden Liésung beschickt. Man eluierte mit Wasser und be- 
stimmte im DurchfluB durch regelmaéBige Entnahme kleiner Proben (0,1 com) den 
Gehalt an Bial-positiven Substanzen. Die Ergebnisse zeigt Abb. 1. Die ersten 
Portionen des Durchflusses waren gelb gefarbt und gaben die Bialsche Reaktion 
mit griiner Farbe (Methylglykoside von Neutralzuckern). Es folgte eine kleine 
Menge einer Bial-positiven Substanz (A). Nach Durchlauf derselben wurde die 
Lésung vollig farblos, undes begann nun die Elution reichlicher Mengen einer zweiten 
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Abb. 1. Saulenchromatographie (Amberlit-IR 112) der Bial-positiven Substanzen. 
Rinder-Submaxillarismucin, -:-:- Schweine-Submaxillarismucin, ----- Pferde- 
Submaxillarismucin, — -—- Mucin aus Kuh-Colostrum. 
Tab. 1. Ergebnis der Spaltungsversuche. 
Neuraminsiaure-methylglykosid 
Menge 
des im eingesetzten Ausbeute 
gespal- Mucin an krist. Substanz 
tenen kolorimetrisch (2-mal aus Wasser 
Mucins bestimmte umkrist.) 
Menge 
g g g in % d. Theor. 
Submaxillarismucin 
Schwein ...... 66 0,94 0,35 37* 
5 i dh rn ieee 58 1,16 0,80 69 
Jo aU a he 10 1,01 0,80 79 
Mucin aus Kuhcolostrum 30 0,87 0,46 52 














* Die niedrige Ausbeute ist auf Verluste zuriickzufiihren, die dadurch eintraten, da8 bei diesem 
Ansatz die Entfernung der Chlorionen nicht mit Silberacetat, sondern mit Silberoxyd erfolgte und 
da8 bei der chromatographischen Fraktionierung vor dem Amberlite IR 112 versuchsweise noch 
andere Kationenaustauscher erprobt wurden. 
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Bial-positiven Substanz (B). Man setzte die Elution solange fort, bis der Durchflu8 
keine positive Bialsche Reaktion mehr gab. 

Zur Gewinnung der Substanz B, welche iiber 90% der Gesamtmenge der Bial- 
positiven Substanzen ausmachte, wurden die entsprechenden Teile des Durchlaufs 
vereinigt. Der durch Gefriertrocknung erhaltene Riickstand erwies sich in jedem 
Fall als nahezu reines Neuraminséure-methylglykosid, das aus waBrigem Alkohol 
bzw. aus wenig Wasser leicht zur Kristallisation zu bringen war. 

Die bei der Aufarbeitung der Mucine verschiedener Herkunft erzielten Er- 
gebnisse sind in Tab. 1 dargestellt. Zum Vergleich wurde auch ein Spaltungsansatz 
mit dem NS-reichen Rinder-Submaxillarismucin (10% NS) ausgefiihrt und das 
Ergebnis in Tab. 1 mit aufgenommen. 

Die aus den Mucinen verschiedener Herkunft erhaltenen, rein weiBen Pra- 
parate zeigten die fiir das NS-Methylglykosid charakteristische Kristallform. Bei 
der papierchromatographischen Priifung (Butanol-Eisessig-Wasser = 4:1: 5 mit 
Butanol-Schicht als mobiler Phase) erwiesen sich die Substanzen einheitlich und 
mit der Testsubstanz aus Rinder-Submaxillarismucin identisch. — bei der NS- 
Bestimmung ergaben sich dieselben Extinktionswerte wie bei de Testsubstanz. 

Zur Analyse wurden die Substanzen im Hochvak. bei 60° iiber P,O; getrocknet. 
Praparat aus Schweine-Submaxillarismucin (x): 4,415 mg Sbst.: 6,845 mg CO,, 

2,670 mg H,O. — 4,710 (6,433) mg Sbst.: 1,48 (2,09) cem n/100-HCl (Mikro- 

Kjeldahl). 

Praparat aus Pferde-Submaxillarismucin (y): 4,366 mg Sbst.: 6,820mg CO,, 
2,770 mg H,O. — 11,376 (6,547) mg Sbst.: 3,82 (2,165) cem n/100-HCI. 
Praparat aus Kuh- Colostrum (z): 4,760 mg Sbst.: 7,435 mg CO, 2,930 mg H,0. 

— 8,298 (5,656) mg Sbst.: 2,697 (1,845) cem n/100-HCI. 
C,,H,,0,N_(311,3) Ber. C 42,44 H6,80 N 4,50 
Gef. (x) 42,30 6,77 4,40 (4,54) 
Gef. (y) 42,62 7,10 4,70 (4,64) 
Gef. (z) 42,62 6,89 4,55 (4,57) 
Spezif. Drehung: 21,742 bzw. 26,423 bzw. 29,80 mg Sbst. x bzw. y baw. z, gelést 
in 706,9 bzw. 903,7 bzw. 915,5 mg H,O; ¢ = 3,075 bzw. 2,924 Boy 3,255; bei 
20° im 1-dm-Rohr: a = —1,68° bzw. *—1,62° bzw. —1,796°. 

(x) [o]g} = —54,6°; (y) [a]>, = —55,4°; (z) [a]y, = —55,2°. 

Diese Werte stimmen mit den frither?) ?» ® 78 fiir das NS-Methylglykosid gefundenen 
Werten iiberein. 


Tab. 2. Stickstoffgehalt von Neuraminsiure-methylglykosid in %%. 
Dumas | Kjeldahl 


Mikroanalytisches Halbmikro- | Mikro- Halbmikro- Mikro- 
Laboratorium Best. Best. Best. Best. 


a b | c d 











1. Bernhardt, Miilheim (R) 
Schwein ...... 4,94 
OS Cea aaa 5,09 4,51 


Schwein Ae 5,10 
5,12 


3. Chem. Inst. KélIn 
Schwein ...... 4,96 (4,70) 
PES Gs. SI AAR irk 4,75 (4,69) 


4, Physiol.-Chem. Inst. Kéln 
Schwein ...... 4,40 (4,54) 
Ringe esse ae 4,37 (4,58/4,55) 
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a, Schwein: 7,256 (7,778) mg Sbst.: 0,301 (0,312) cem N, (28,4 bzw. 21,8°, 
763 Torr). — Rind: 7,680 (8,547) mg Sbst. : 0,322 (0,351) cem N, (27,2 bzw. 24,8°, 
763 Torr). 

b, Schwein: 5,503 mg Sbst.: 0,236 ccm N, (22°, 757 Torr). — Rind: 5,176 mg 
Sbst.: 0,227 com N, (24°, 767 Torr). 

b, Schwein: 2,684 mg Sbst.: 0,125 ccm N, (28°, 734 Torr). — Rind: 2,864 mg 
Sbst.: 0,134 com N, (28°, 734 Torr). 

c, 14,588 mg Sbst.: 4,70 com n/100-HCI. 

d, Rind: 3,873 (5,467/4,627) mg Sbst.: 1,205 (1,79/1,505) cem n/100-HCI. 


Der Stickstoffgehalt des Neuraminsaure-methylglykosids 


Von einem aus Rinder-Submaxillarismucin gewonnenen Praparat wurden von 
verschiedenen Stellen und nach verschiedenen Methoden Stickstoffanalysen aus- 
gefiihrt. Die Ergebnisse zeigt Tab. 2, in welche auch noch weitere Analysenwerte 
fiir das Praparat aus Schweine-Submaxillarismucin aufgenommen wurden. 

Da die Analysen b, und c, desselben Laboratoriums (B., Miilheim) um 0,5% 
differierende Werte ergaben, lieBen wir in diesem Laboratorium auch eine Mikro- 
Dumas-Bestimmung von reinem kristallisiertem Triacetyl-sphingosin ausfiihren: 
C,,H,0;N (425,5) Ber. N 3,29; gef. N 3,57 (6,262 mg Sbst.: 0,199 com N, (24°; 
742 Torr)). 

Wie diese Analyse zeigt, ergibt die N-Bestimmung nach Dumas leicht etwas 
zu hohe Werte. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft und den Verband der Chemischen Industrie (Fonds der chemischen 
Industrie) unterstiitzt. Frau I. Selbach danken wir fiir ihre Hilfe. 


Zusammenfassung 


Durch Methanolyse wurde aus Mucin von Schweine- und Pferde- 
Submaxillarisdriisen sowie von Kuh-Colostrum Neuraminséure-methy]l- 
glykosid als praktisch einziges Spaltprodukt, das die Bialsche Orcin- 
Reaktion mit rotvioletter Farbe gibt, erhalten. Die Befunde machen es 
sehr wahrscheinlich, daB alle bis jetzt beschriebenen Bial-positiven 
Spaltprodukte von Mucinen verschiedener Herkunft Neuraminsaure als 
Grundk6érper enthalten. Es wurde eine wesentlich verbesserte und ver- 
einfachte Methode zur Darstellung von Neuraminsaure-methylglykosid 
ausgearbeitet. 


Summary 


The methylglycoside of neuraminic acid is obtained by methanolysis 
from the mucin of bovine colostrum and pig and horse submaxillary 
gland and is the only cleavage product which gives a red-violet coloration 
in Bial’s orcinol test. It is thus very probable that neuraminic acid is the 
basic component of all the Bial-positive cleavage products from mucins 
from different sources hitherto described. An improved and simplified 
method for the preparation of the methylglycoside of neuraminic acid 
has been developed. 
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Histaminahnliche Substanzen aus der Pyrrolreihe 
Ill. Mitteilung: Uber physiologische Wirkungen 
von Pyrryl-athyl-aminen 
Von 
Waldemar Kutscher, Wolfgang Kraus und Ruth Sandkiihler 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Heidelberg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1956) 


Vor einiger Zeit berichtete der eine von uns (W. K.) tiber die Syn- 
these des £-[Pyrryl-(2) ]-athyl-amins! und des §-{Pyrryl-(1)]-athyl-amins?*. 
Die erste dieser Substanzen steht ihrer chemischen Struktur nach dem 
Histamin nahe, von dem sie sich durch den Ersatz des Imidazolringes 
durch den Pyrrolring unterscheidet. Das Pyrryl-(1)-athyl-amin steht 
dagegen den Antihistaminica nahe, da es die fiir Verbindungen dieser 
Reihe charakteristische Gruppierung N-CH,-CH,-N besitzt. Im folgen- 
den berichten wir tiber die Priifung der physiologischen Wirkung beider 
Stoffe, die einiges Interesse beanspruchen diirfte, besonders im Zu- 
sammenhang mit der Rolle des Histamins beim anaphylaktischen 
Schock. Wenn andererseits die therapeutische Wirkung der Anti- 
histaminica bei den allergischen Erkrankungen auf einer Verdrangung 
des Histamins im Gewebe beruht, dann miiBte man eigentlich erwarten, 
daB die Pyrryl-aithyl-amine bzw. irgendwelche Derivate derselben 
charakteristische Wirkungen dieser Art zeigen. 

Versuchsordnung: Zur Priifung der biologischen Wirksamkeit der Pyrry]- 
alkyl-amine bedienten wir uns des Magnus-Versuches am isolierten Warmbliitler- 
darm bzw. am isolierten Warmbliitler-Uterus: 

Einem frischgetéteten Meerschweinchen entnimmt man das unterste Ileum- 
Stiick, das durch vorsichtiges Ausspiilen mit Tyrodelésung entleert wird. Da der 
Darm unmittelbar nach der Entnahme infolge traumatischer Starre kaum reaktions- 
fahig ist, wurde er vor dem Versuch etwa 1/, Stde. lang in Tyrodelésung in den 
Kihlschrank gestellt. Die Apparatur bestand aus einem zylindrischen GlasgefaB, 
das 100 ccm Tyrodelésung enthielt und in einem Wasserbad auf 37° konstant 
gehalten wurde. Die Tyrodelésung wurde vorsichtig mittels eines Glasrohres mit 
Sauerstoff durchstrémt. An diesem Rohr wurde der Darm befestigt, dessen anderes 
Ende am Schreibhebel eines Kymographen hangt. Im Vorversuch iiberzeugten wir 
uns durch Zugabe von Farbstofflésungen, daB in dieser Versuchsordnung die zu- 
gesetzten Substanzen sich schnellstens mit der Tyrodelésung vermischten. Mittels 
eines Hebers konnte die Tyrodelisung im Glaszylinder schnell erneuert werden. 


Ergebnisse der physiologischen Prifung 
1. Das Pyrryl-(2)-athyl-amin zeigt eine deutliche histamin- 
ahnliche Wirkung. Die Schwellenkonzentration liegt zwischen 3,3 und 
7mg%, je nach der Empfindlichkeit der verwendeten Darmstiicke. 


1 W. Kutscher u. Olaf Klamerth, diese Z. 289, 229 [1952]. 
2 Olaf Klamerth u. W. Kutscher, Chem. Ber. 85, 444 [1952]. 
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In Abb. 1 zeigt sich erst bei 7 mg°% ein starker Effekt, wahrend bei 
3,3 mg% noch keine Wirkung zu sehen ist. 

In Abb. 2 lést schon die Konzentration von 3,3 mg%% eine erhebliche 
Kontraktion aus, die durch Verdoppelung der Konzentration bis 7 mg%, 
noch bedeutend verstarkt wird. 











ae ; % 
Abb. 1. Meerschweinchen-Darm. I. 3,3 mg% Pyrryl-(2)-athylamin-hydrochlorid. 

IL. 7,0 mg% Pyrryl-(2)-athylamin-hydrochlorid. III. Antistin 
(Badkonzentr. 1: 100000). 
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Abb. 2. Abb. 3. 

Abb. 2. Meerschweinchen-Darm. I. 3,3 mg% Pyrryl-(2)-athylamin-hydrochlorid. 
II. 7,0 mg% Pyrryl-(2)-athylamin-hydrochlorid. III. Antistin 
(Badkonzentr. 1: 100000). 

Abb. 3. Meerschweinchen-Darm. J. 3,3 mg% Pyrryl-(2)-athylamin-hydrochlorid. 

II. Antistin (Badkonzentr. 1:100000). Kail 








In Abb. 3 geniigt schon die Konzentration von 3,3 mg°%, zur Herbei- 
fiihrung einer starken Kontraktion. In allen drei Versuchen wird 
durch Zusatz (bei III bzw. II) einer Antistinlésung (Badkonzentration 
von 1:100000) eine véllige Lyse erreicht. 

Eine Antihistaminwirkung wurde beim Pyrryl-(2)-athyl-amin nicht 
gefunden. Dagegen zeigte sich eine interessante Hemmung durch das 
Histamin: wird der Darm nach Auslésung einer Histamin-Kontraktur 
einmal ausgespiilt, so ist das Pyrryl-(2)-athyl-amin auch in zehnfacher 
Konzentration véllig wirkungslos. Offenbar wird das Histamin sehr fest 
an die Zellreceptoren gebunden, so daB es durch einfaches Auswaschen 











234 W. Kutscher, W. Kraus u. R.Sandkiihler, Bd. 305 (1956) 


nicht entfernt werden kann. Es wird schon lange angenommen, daf 
Histamin in den lebenden Zellen in einer pharmakologisch unwirksamen, 
labilen Bindung vorkommt. Es ist interessant, da man in dieser ein- 
fachen Versuchsanordnung die Bindung des Histamins an die Zell- 
receptoren nachweisen kann, denn in dem oben beschriebenen Versuch 
ist die durch Histamin ausgeléste Kontraktur vollstindig zuriick- 
gegangen, bevor das Pyrryl-(2)-athyl-amin zugesetzt wird. Da es, selbst 
in sehr groBem UberschuB, wirkungslos bleibt, mu8 es wohl an die 
gleichen Receptoren gebunden werden wie das Histamin. Wascht man 
anschlieBend mehrmals aus, dann kann man durch Pyrryl-(2)-athyl- 
amin in der gewodhnlichen Konzentration die Kontraktion wieder 
auslésen. 

Um die Annahme zu sichern, daB die beobachteten Kontraktionen 
histaminéhnliche Wirkungen und nicht cholinergische Effekte sind, 
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Abb. 4. Meerschweinchen-Darm. 1. 3,3 mg, Pyrryl-(2)-athylamin-hydrochlorid. 
2.100 mg% Arginin. 3. 200 mg% Arginin. + mehrfaches Auswaschen des Darmes 
mit frischer Tyrodelésung. 1. 100 mg®, Arginin. 2. 3,3 mg% Pyrryl-(2)-aéthylamin- 
hydrochlorid ; Auswaschen und dann 1. 3,3 mg°, Pyrryl-(2)-aéthylamin-hydrochlorid. 


haben wir die von Edlbacher angegebene Methode der Arginin- 
Hemmung herangezogen. Nach Edlbacher® wird die Histaminwirkung 
teilweise oder ganz gehemmt, wenn in der Badfliissigkeit Arginin vor- 
handen ist. Diese Hemmung kann durch Auswaschen wieder aufgehoben 
werden. Der Acetylcholin-Effekt wird dagegen durch Arginin nicht ge- 
hemmt. Die Methode erlaubt somit, die Wirkung des Histamins von der 
des Acetylcholins zu unterscheiden. 

Das Pyrryl-(2)-athyl-amin verhalt sich nun dem Arginin gegeniiber 
genau wie Histamin; es tritt eine vollige Hemmung ein. 

Abb. 4 gibt unsere Versuche wieder: Arginin konnte zunachst die 
durch Pyrryl-(2)-athyl-amin gesetzte Kontraktion lésen, und zwar in 
Abhangigkeit von seiner Konzentration in der Badfliissigkeit. Die 
benétigten Konzentrationen entsprechen dabei denen, die im Histamin- 
versuch verwendet werden miissen: nach Edlbacher miissen zur Aus- 


3 §. Edlbacher, P. Jucker u. H. Bauer, diese Z. 247, 63 [1937]. 
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losung des Hemmungseffektes 174 mg°, Arginin in der Badfliissigkeit 
vorhanden. sein (1 cem m/2 Arginin auf 50 ccm). In unserem Fall wurde 
bei einer Konzentration von 100 mg°%, Arginin die halbe Lyse, bei 
200 mg°% die vollstandige Lyse bewirkt. Danach tritt aber bemerkens- 
werterweise eine erhéhte Peristaltik bei fast konstantem Ruhetonus auf. 
Wascht man den Darm griindlich aus und setzt zuerst Arginin zu, so 
wird die Kontraktur durch Pyrryl-(2)-athyl-amin véllig verhindert, und 
zwar schon mit einer Arginin-Konzentration von 100 mg%,. Nach aber- 
maligem, griindlichen Waschen zeigt das Pyrryl-(2)-dthyl-amin die 
iibliche Wirkung, so daB der Darm immer noch aktionsfihig ist. 

Durch diese Befunde ist die Kontraktionswirkung des Pyrry]-(2)- 
athyl-amins einwandfrei als histaminahnlich charakterisiert. 

2. Pyrryl-(1)-athyl-amin wirkt, wie Abb. 5 zeigt, auf den Darm 
bedeutend schwacher als Pyrryl-(2)-athyl-amin: ein Effekt tritt erst 
bei einer Konzentration 1: 10000 (= 10 mg®%) ein, und die Kontraktion 
ist erheblich schwacher. Auch die Hemmung durch Arginin ist noch 
vorhanden. 
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Abb. 5. Meerschweinchen-Darm. 1. 10 mg®, Pyrryl-(1)-athylamin-hydrochlorid, 
auswaschen. 2. 100 mg®%, Arginin. 3. 10 mg%% Pyrryl-{1)-athylamin-hydrochlorid, 
auswaschen. 4. 10 mg®% Pyrryl-(1)-athylamin-hydrochlorid. 


In Abb. 5 wurden dem ausgewaschenen Darm bei 2 100 mg, 
Arginin zugesetzt, wodurch die Kontraktion nach Zusatz von 10 mg®, 
Pyrryl-(1)-aéthyl-amin gréBtenteils unterdriickt wurde. Nach abermaligem 
Auswaschen erwies sich der Darm unveriandert reaktionsfahig auf 
Pyrryl-(1)-athyl-amin (4 in Abb. 5). 

Die Verlagerung der Seitenkette vom C-Atom zum N-Atom des 
Kernes hebt also die histaminahnliche Wirkung nicht auf, wenn sie 
auch erheblich schwiacher ist. Dagegen zeigt sich nunmehr eine deutliche 
Antihistaminwirkung, wie das auf Grund der Konstitution des 
Pyrryl-(1)-athyl-amins zu erwarten war: eine Histaminkontraktion, 
die in einem Darmstiick durch Histamin 1:100000 ausgelést wurde, 
wird durch Zusatz von Pyrryl-(1)-aéthyl-amin fiir kurze Zeit geldst. 
Die Kontraktion stellt sich allerdings anschlieBend wieder in voller 
Hohe ein. Verwendet man aber eine doppelt so hohe Konzentration von 
Pyrryl-(1)-athyl-amin (d. h. 1:2500), so wird die Histaminkontraktion 
vollstiindig gelést. AnschlieBend tritt wieder eine erhdhte peristaltische 
Tatigkeit auf, wie schon in dem Versuche, Abb. 4, beobachtet wurde. 
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Zusammenfassung 


B-(Pyrryl-(2)]-athyl-amin wirkt am isolierten Warmbliitlerdarm 
sehr ahnlich wie Histamin, nur erheblich schwacher. 

-[Pyrryl-(1)]-athyl-amin zeigt dagegen einen deutlichen Anti- ; 
histamineffekt. Die histaminahnliche Wirkung ist noch erhalten, wenn 7 
auch erheblich abgeschwacht. 


Summary 


The action of f-[2-Pyrryl]-ethylamine on the isolated intestine of 
warm-blooded animals is very similar to that of histamine although 
considerably weaker. f-[1-Pyrryl]-ethylamine on the other hand shows a 
marked anti-histamine effect; the histamine-like effect is retained 
although it is considerably weaker. 
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Zur Bestimmung von kleinen Mengen Methionin im Gewebe 
Von 
Erich Strack, Wolfgang Friedel und Kurt Hambsch 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Karl-Marx-Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1956) 


Wie wir friiher beschrieben haben, wird bei der Methioninbe- 
stimmung nach McCarthy und Sullivan? ein Reaktionsprodukt aus 
Homocystein und Formaldehyd als Methionin mit erfaBt und tauscht zu 
hohe Methioninwerte vor. Dieser Anteil, der bei Zusitzen von Homo- 
cystein zu Gewebebrei fiir Methylierungsstudien kriftig hervortritt, laBt 
sich methodisch ausschalten. In der vorliegenden Arbeit wird hieriiber 
berichtet, das Reaktionsprodukt aus Homocystein und Formaldehyd, 
seine Entstehungsbedingungen und sein Verhalten werden beschrieben. 


-Methodik 


GréBere Schwierigkeiten bereiteten uns bei unseren Studien die schwankenden 
Reinheitsgrade des Homocysteins. Wir verwendeten pLt-Homocystein verschiede- 
ner Weltfirmen. Jede Charge wurde vor Gebrauch auf freie SH-Gruppen mit 
Natriumnitroprussid und papierchromatographisch gepriift. Uber die papier- 
chromatographischen Untersuchungen ist kiirzlich berichtet worden*. Von pDL- 
Homocystin haben wir auch ein nach Butz und Du Vigneaud? hergestelltes 
Praparat verwendet. Die iibrigen benutzten Substanzen waren kiufliche, reine 
Praparate. Sie wurden erforderlichenfalls auf den benétigten Reinheitsgrad ge- 
bracht. Das zur Eichkurve verwendete Methionin war uns dankenswerterweise von 
der Fa. Hoffmann-La Roche gestiftet worden. — Die verwendete Formal- 
dehydlésung war 1-prozentig. 

Das Kondensationsprodukt aus Homocystein und Formaldehyd (H-F) und 
aus Cystein und Formaldehyd (C-F) wurde so hergestellt, da8 die Sulfhydryl- 
verbindung in jeweils angegebener Konzentration mit Formaldehydlésung im 
UberschuB8 versetzt wurde und, wenn keine anderen Bedingungen angegeben sind, 
bei Zimmertemperatur stehen blieb. 

Methionin und H-F wurden in Anlehnung an die Vorschrift von Borsook 
und Dubnoff® bestimmt. Falls nicht ausdriicklich anders angegeben, wurde wie 
folgt gearbeitet: 4 ml der zu untersuchenden Lésung werden mit 0,4 mi 5-n. NaOH 
alkalisch gemacht und sofort mit 0,4 ml einer frisch bereiteten 1-proz. Natrium- 
nitroprussidlésung versetzt. 8 Min. wird im Wasserbad bei 38—40° unter wieder- 
holtem Umschiitteln erwarmt und die Lésung dann 10 Min. in Eiswasser gestellt. 
AnschlieBend werden — zu jeder Probe einzeln — 2 ml eines Séuregemisches aus 
9 TIn. konz. Salzsaéure und 1 Tl. 85-proz. Phosphorsaure zugegeben, 30 Sek. lebhaft 


1K. Strack u. W. Friedel, diese Z. 304, 82 [1956]. 
2 T. E. McCarthy u. M. X. Sullivan, J. biol. Chemistry 141, 871 [1941]. 
3 E. Strack, W. Friedel u. K. Hambsch, diese Z. 305, 166 [1956]. 
4L. Butz u. V.du Vigneaud, J. biol. Chemistry 99, 135 [1932—33]. 
5 H. Borsook u. J. W. Dubnoff, J. biol. Chemistry 169, 247 [1947]. 
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geschiittelt und 1 Min. bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Hierauf wird die ent- 
standene Rotfarbung mittels eines Zeiss-Spiegelmonochromators bei 510 mu 
gemessen. 


Um die entstandenen Farben zu charakterisieren, werden im Spiegelmono- 
chromator die Absorptionsspektren im sichtbaren Bereich zwischen 400 und 700 mu 
mehrfach auch in umgekehrter Richtung gemessen. Die Extinktionen werden 
graphisch aufgezeichnet. Alle angefiihrten Werte sind das Mittel aus gut iiber- 
einstimmenden Doppelbestimmungen. Die Kurven sind typische, die aus einer 
Zahl gleichartiger ausgewahlt wurden. 


Ergebnisse 

Um die Besonderheiten des Produkts aus Homocystein und Formal- 
dehyd (H-F) kennenzulernen, wurden seine Bildungsweise und sein Ver- 
halten studiert. Wir priiften zuniachst die pa-Abhangigkeit der H-F- 
Bildung. Mit stets gleicher Menge an iiberschiissigem Formaldehyd ver- 
setzte Homocysteinlésungen von 12,5 mg®,, Endkonzentration wurden 
mit Salzsiure, Phosphatpuffer oder Natronlauge auf die py-Werte 1; 5; 
7; 8,3 und 13 gebracht. Das Reaktionsgut blieb sodann verschieden 
lange Zeit stehen und wurde anschlieBend qualitativ auf freie SH- 
Gruppen mit Natriumnitroprussid gepriift (Tab. 1). 


Tab. 1. Nitroprussidnatrium-Probe auf freie SH-Gruppen nach verschieden langer 
Kondensationszeit von Homocystein und Formaldehyd bei 40° und bei ver- 
schiedenem pu. 








pu 0 15 30 60 90 150 |270 Min.|24 Stdn. 
l +++] +++] +++] +4 +4 ++ | ++ | ++ 
5 +++] ++ + — — — 

7 ++ + ~ - ~ _ 
8,3 + ie me , — ie “ = 

13 + a “ mn _ — - 























Nach der Tabelle ist die Reaktion auf freie SH-Gruppen bei px 1 noch 
nach 24 Stdn. kraftig erhalten. Wird die Reaktion nach dem Alkalischen 
zu verandert, steigt die Reaktionsgeschwindigkeit des Gemisches. Um 
zu priifen, wieweit die Abnahme der Nitroprussidnatrium-Reaktion auf 
der Bildung von H-F beruht, wurde zu den angegebenen Zeiten 
jeweils ein Teil der Lésungen entnommen und, wie im Versuchsteil 
beschrieben, spektrophotometrisch bestimmt. Die Kurven der Abb. 1 
zeigen die gefundenen Extinktionen. Vergleiche der Tabelle mit den 
Kurven der Abb. 1 zeigen, daB das Verschwinden der qualitativen 
Nitroprussidnatrium-Reaktion nicht allein durch H-F-Bildung erklart 
werden kann. Bei px 8,3 entsteht zunichst am meisten H-F. Die 15- und 
30-Min.-Werte bei pu 7 und besonders bei px 5 zeigen aber, daB bei ihnen 
die Kondensation weitergelaufen ist. Zwar verbinden sich Homocystein 
und Formaldehyd bei schwach alkalischer Reaktion am schnellsten, 
aber Nebenprozesse verschlingen einen Teil der SH-Gruppen. Wahr- 
scheinlich wird ein Teil des Homocysteins zu Homocystin oxydiert. Bei 
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pu 5 ist Homocystein gegen Sauerstoff bestandiger. Interessanterweise 
steigen die H-F-Werte sowohl bei px 1 als auch bei px 13 bis zu 24 Stdn. 
deutlich weiter an. Bei pu 1 ist die spitere Reaktion méglich, weil noch 
Homocystein vorhanden ist (Tabelle). Bei px 13 kann gebildetes Homo- 
cystin durch Formaldehyd reduziert worden sein und so teilweise wieder 
reaktionsfihig werden. LaBt man naémlich Homocystin und Formal- 
dehyd bei pn 1 und px 13 jeweils 24 Stdn. bei 40° stehen, so tritt bei px 1 
kein H-F auf. Bei py 13 kann dagegen eine kriftige H-F-Bildung nach- 
gewiesen werden. Verglichen mit Homocystein sind bis zu 50°, des ein- 
gesetzten Homocystins reduziert und von iiberschiissigem Formaldehyd 




















| a2 
: aap: PHS 
ee ar eee janes 
as Pr 3 
ee - PH 8.3 
™ 1p eee ore . = : 
wr cose woot” > 
4 
Le + 
oe att Die ae wl 
= 




















1530 60 90 120 150 180 210 240 270Min. 24Stdn 


Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der H-F-Bildung bei verschiedenem py. Homocystein- 

losungen (12,5 mg Endkonzentration) wurden mit gleichen Mengen iiberschiissiger 

Formaldehydlésung versetzt. Die McCarthy-Sullivansche Reaktion wurde, wie 

im Versuchsteil beschrieben, nach der auf der Abszisse bezeichneten Kondensations- 
zeit (Temp. 40°) begonnen. Ordinate: Extinktion bei 510 my. 


Die Extinktionswerte von Natriumnitroprussid allein sind als Blindwerte abgezogen 
(vergleiche dazu die Erlauterung zu Abb. 4). 


zu H-F umgewandelt worden. Langeres Stehenlassen erhéht die Aus- 
beute nicht mehr, selbst wenn Formaldehyd nachtriglich in groBem 
UberschuB zugesetzt wird. Wahrscheinlich hat sich in diesem pu-Bereich 
ein Teil des Gesamtmolekiils tiefgreifender zersetzt. 

Gegen Siuren ist H-F ziemlich bestandig. 24 Stdn. in 20-proz. Salz- 
siure gekocht — gemaB der modifizierten Methioninbestimmung nach 
Csonka und Denton*— andert sich die Menge dieses Kondensations- 
produktes nicht, wenn anschlieBend nach Borsook und Dubnoff® 
bestimmt wurde. H-F ist gegen heiBe Salzsiure so bestindig, da diese 
Vorbehandlung die Methioninbestimmung im Hinblick auf den sté- 
renden EinfluB von H-F nicht bessert. 

Werden einer Homocysteinlésung von 12,5 mg% Endkonzentra- 
tion verschiedene Mengen an Formaldehyd im Unterschu8 zugesetzt, so 
daB dieses Endkonzentrationen von 0,1—2,0 mg, erreicht, so ergaben 
die Extinktionen der mit Natriumnitroprussid nach McCarthy-Sul- 


6 F. A. Csonka u. C. A. Denton, J. biol. Chemistry 163, 329 [1946]. 
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livan gebildeten Farbe bei 510 my eine gradlinige Kurve (Abb. 2). Diese 
kann als Eichkurve zur Formaldehydbestimmung dienen. Die Kurve 1 
der Abb. 2 zeigt, da der lineare Verlauf zwischen 2,0 und 2,5 mg%, For- 
maldehyd-Endkonzentration aufhért. Benutzt man an Stelle der 12,5mg- 
proz. Homocysteinloésung eine solche von 25 mg®%/,, so beginnt die Ab- 
weichung bei einer Formaldehydkonzentration von 4,5 mg%,. 1,0 mg 
Homocystein bindet also 0,18 mg Formaldehyd. Bei Beriicksichtigung 











| > 1 Abb. 2. Verlauf der H-F-Kurve bei 
03 steigenden Mengen Formaldehyd im 
+ ar. 2_-4 Unterschu8 (1). Homocystein in 12,5 
a Pa wantaetll mg°%% Endkonzentration. py 5,0. Dazu 









als Vergleich die Methionin-Eich- 
kurve (2). 








Abszisse: Endkonzentration an Form- 





aldehyd bzw: an Methionin. Ordi- 
nate: Extinktion. 
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der Tatsache, daf ein Teil des eingesetzten Homocysteins schon zu 
Homocystin oxydiert war — wie unsere papierchromatographischen 
Versuche? ergaben —, so verbinden sich beide Reaktionspartner in ein- 
fachem molekularen Verhiltnis. 

Wir priiften weiter vergleichend, wie sich H-F und Methionin im 
Verlaufe der McCarthy-Sullivanschen Reaktion verhalten. Der 
Einflu8 der Erwarmung im alkalischen Reaktionsgemisch nach der Zu- 
gabe von Natriumnitroprussid ist fiir Methionin mit 8 Min. bei 38° als 
optimal angegeben. In Abb. 3 sind die Kurven von Methionin und H-F 


Abb. 3. Einflu8 der Erwarmungsdauer 

> nach Zugabe des Natriumnitroprussids 

| 342 ~A.| auf die McCarthy -Sullivansche Reak- 
ix tion. 

"= al 2 Homocystein in 12,5mg% Endkonzen- 

tration, mit iiberschiiss. Formaldehyd 

versetzt.. Methionin-Endkonzentration : 

2mg%. 1 H-F, 2 Methionin, 3 Leerwert, 

4 Homocystein. 
Abszisse: Zeit der Erwirmung bei 38 bis 
40°, Ordinate: Extinktion bei 510 mu. 
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nach einer Erwérmungszeit von 8, 10, 20 und 30 Min. dargestellt. Es 
zeigt sich, da8 8 Min. Erwirmungsdauer auch fiir H-F optimale Werte 
ergeben. Langeres Erwirmen andert sie in ahnlicher Weise wie beim 
Methionin. In 8 Min. scheint bei 38—40° die Reaktion des Natrium- 
nitroprussids mit dem Schwefel des Methionins bzw. des H-F beendet zu 
sein, wodurch dann beim Ansiuern die charakteristische Farbung ent- 
steht. Werden die Lésungen, nachdem sie 8 Min. alkalisch bei 383—40° 
erwirmt waren, vor dem Ansiuern noch verschieden lange Zeit in Eis- 
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wasser gestellt, so andern sich die Werte auch in 24 Stdn. nur noch 
gering. Auch hierbei verhalten sich Methionin und H-F gleichartig. 
Auch bei unseren weiteren Versuchen zur Feststellung der opti- 
malen Mengen an Natriumnitroprussid konnten wir Unterschiede im 
Verhalten von Methionin und H-F nicht feststellen. Unsere Befunde be- 
staétigen die Angaben von Csonka und Denton®, wonach bei der Farb- 
bildung von Methionin mit Natriumnitroprussid beide Reaktions- 
partner in einem Verhialtnis von 1 Tl. Methionin zu 2 Tin. Natriumnitro- 
prussid miteinander reagieren. H-F verhalt sich gleichartig. Wir beriick- 
sichtigten diese Befunde bei der spiiter im einzelnen beschriebenen Ab- 
wandlung der Methionin- bzw. H-F-Bestimmung, indem wir in den ange- 
gebenen Konzentrationen jeweils 0,4 ml einer 1-proz. Natriumnitro- 


025} 
Abb. 4. Extinktionsspektrum einer f / \ 
12,5 mg-proz. Homocysteinlésung 52” 
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prussidlésurg zu 4 ml der zu untersuchenden Lésung zugaben, deren 
Konzentration an Methionin 10 mg% und an H-F (bezogen auf Homo- 
cystein) 12,5 mg%, nicht tberschritt. Damit ist Natriumnitroprussid 
gentigend iiberschiissig, um das Methionin bzw. das H-F zu erfassen. 
Freies Homocystein verbraucht gleichfalls — allerdings ohne Farbbil- 
dung bei 510my — Natriumnitroprussid. 

Um die bei der Mc Carthy-Sullivanschen Reaktion entstehenden 
Farben zu charakterisieren, wurden ihre Extinktionsspektren im sicht- 
bairen Bereich gemessen. Abb. 4 zeigt die Kurve von Homocystein nach 
Abzug der Leer-Extinktionswerte der Natriumnitroprussidlésung. 
(Durch diesen Leerwert-Abzug entsteht grundsiatzlich ein Fehler, weil 
die Farbbildung des Nitroprussidnatriums bei Gegenwart von Homo- 
cystein nicht der des Natriumnitroprussids ohne entsprechenden Reak- 
tionspartner gleich ist. Sie mu sich um den Betrag an Nitroprussid- 
natrium verringern, der ans Homocystein gebunden worden ist. Da wir 
aber mit gleichbleibenden Mengen an Homocystein und Natriumnitro- 
prussid arbeiten, entsteht keine Verfilschung, sondern im wesentlichen 
nur eine Parallelverschiebung der Kurven.) Es wird durch den Abzug 
besonders deutlich, daB in dem uns interessierenden Wellenbereich 
freies Homocystein die Extinktionswerte senkt. Das heiBt, es verbraucht 
ohne Farbbildung Natriumnitroprussid. Unterhalb 460 my ist die griin- 
liche Farbe, die Homocystein bei der McCarthy-Sullivanschen 
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Reaktion zeigt, spektrophotometrisch zu erfassen. Fast identisch mit 
der Kurve des Leerwertes ist die des Homocystins nach der Behandlung 
mit der McCarthy-Sullivanschen Methode (Abb. 5). Die Extink- 





























08 Abb. 5. Extinktionsspektrum einer 
La71\\, 10 mg-proz. Homocystinlésung (1) 
Nat, mea ey) — Homocystin als Hydrochlorid 

054 2\\ gelést — und einer Lésung von 

O4 4 Natriumnitroprussid (100 mg%) 

a4 \ - Leer-Extinktion (2) nach Aus- 

: fiihrung der McCarthy-Sulli- 

“A a vanschen Reaktion. 

; : i Abszisse: Wellenlinge in mu. 
400 450 500 580 600 rh __ Ordinate: Extinktion. 


tionskurve von H-F nach Ausfithrung der McCarthy-Sullivanschen 
Reaktion (Abb. 6) zeigt zwischen 700 und 580 my. dieselben Werte wie 
der Leerwert. Unter 580 mu weichen sie voneinander ab. Bei 490 mu 





























| a7: Wy Abb. 6. Extinktion einer 12,5 mg- 
06 proz. H-F-Lésung (Gehalt auf Ho- 
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o4 rung der McCarthy-Sullivan- 
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deutet sich ein Maximum an, welches aber durch die hier ansteigenden 
Leerwert-Extinktionen verflacht wird. Um das in Abb. 6 verflachte 
Maximum deutlicher werden zu lassen, haben wir — wie in Abb. 4 — 





| 020 : 
Bas, 
0104+. — , 


054 
XX ign a ie eee 


400450 500 550 600 650 




















™— 

Abb. 7. Extinktionsspektren von H-F (1), Methionin (2) und C-F (3) nach Abzug der 

Leer-Extinktionen. Die Lésungen wurden wie im Versuchsteil beschrieben behandelt. 
Abszisse: Wellenlange in mu. Ordinate: Extinktion. 


auch hier die Leerwert-Extinktionen abgezogen (Abb. 7). Gleichzeitig 
haben wir zum Vergleich die Kurven von Methionin und dem Konden- 
sationsprodukt aus Cystein und Formaldehyd (C-F) in derselben Weise 
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dargestellt. Aus der Abb. 7 geht ohne weiteres hervor, da Methionin 
und H-F sich bei der McCarthy-Sullivanschen Reaktion stéren 
miissen, da H-F bei 510 mu, der zur Methioninbestimmung optimalen 
Wellenlainge, ebenfalls eine hohe Extinktion zeigt. Auch das von Ratner 
und Clarke?’ beschriebene Kondensationsprodukt ausCystein und Form- 
aldehyd (C-F) diirfte die Methioninbestimmung stéren, wenn es in 
geniigend hohen Konzentrationen vorliegt. Da aber bei unseren Ver- 
suchsansatzen im Gewebe Cystein in stérenden Konzentrationen niemals 
aufgetreten ist, war fiir uns die C-F-Bildung zu vernachlassigen. 

Aus den bisher mitgeteilten Ergebnissen wird klar, da8 man mit dem 
von Borsook und Dubnoff® beschriebenen Verfahren Methionin 
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Abb. 8. Veranderung der Extinktionen bei 510 my der mit der McCarthy -Sulli- 

vanschen Reaktion erhaltenen Farben nach saurem Stehenlassen in Eiswasser (A) 

und bei 30° (B). 1 Methionin, 2 H-F, 3 Leerwert, 4 Homocystein. Methionin- 

konzentration 2 mg%, H-F-Konzentration 12,5 mg, (bezogen auf Homocystein). 
Abszisse: Zeit, Ordinate: Extinktion. 


schlecht bestimmen kann, wenn Homocystein und Formaldehyd zugleich 
gegenwartig sind. Man muB diese Reaktion spezifischer gestalten, was 
durch einige Anderungen in der Methodik gelingt. LaBt man eine Farb- 
losung von H-F + Natriumnitroprussid nach der Ausfiithrung der McCar- 
thy-Sullivanschen Reaktion bei Zimmertemperatur sauer stehen, 
so verschwindet allmahlich die braunorange Farbe, und es entsteht ein 
der Homocystein-Nitroprussidnatrium-Farbe ahnlicher griiner Farbton. 
MiBt man das Extinktionsspektrum einer derartigen Lésung, so ahnelt 
ihre Extinktionskurve der des Homocysteins (Abb. 4). Die Methionin- 
Nitroprussidnatriumfarbe andert sich dagegen unter gleichen Bedin- 
gungen kaum. Macht man die verfarbte Lésung wieder alkalisch, setzt 
nochmals Nitroprussidnatrium zu und sauert in der angegebenen Weise 
an, so tritt die typische braunorange Farbe von H-F nicht wieder auf. Es 
ist beim Stehenlassen somit nicht nur der Farbkomplex verandert 
worden, sondern das H-F selbst hat sich umgewandelt. Die Bestandigkeit 
des Farbkomplexes ist stark temperaturabhangig. Die Abbildung 8 zeigt 
das Verhalten der Natriumnitroprussidfarbe mit Methionin bzw. mit 


78. Ratner u. H. T. Clarke, J. Amer. chem. Soc. 59, 200 [1937]. 
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H-F, wenn sie nach der Entwicklung sauer in Eiswasser (Kurve A) und 
bei 30° (Kurve B) stehen bleibt. Wie die Kurven der Abb. 8 A zeigen, 
nimmt die H-F-Farbe beim Stehenlassen auch in Eiswasser deutlich ab, 
wihrend die Methioninextinktionen bis 240 Min. lang konstant bleiben. 
Bei Zimmertemperatur (20°) sinkt die H-F-Farbe nach 314 Stdn. auf 
den Leerwert ab. Bei 30° ist dies schon nach 60 Min. geschehen. Nach 
180 Min. ist die H-F-Farbe auf den Homocystein-Grundwert abge- 
sunken. Methionin wird unter denselben Temperaturbedingungen in der 
gleichen Zeit nicht nennenswert verandert. Wurde auf 50° und mehr er- 
wirmt, so war die H-F-Farbe in noch kiirzerer Zeit verschwunden. Aber 
auch die Methionin-Farbe nahm betrachtlich ab. 

Da sich bei ausreichenden Mengen an Nitroprussidnatrium bei der 
McCarthy-Sullivanschen Reaktion die Extinktionen der H-F- und 
der Methionin-Farbe in gemischten Losungen addieren, ergibt sich die 
Moglichkeit, beide Substanzen in Gemischen bei einer Wellenlange zu 
erfassen. Man bestimmt bei der Extinktionsmessung bei 510 mu un- 
mittelbar nach dem Ansauern die Extinktionen beider Substanzen. Dann 
1aBt man die Probe 3 Stdn. bei 30° stehen und bestimmt danach die 
Methionin-Extinktion. Aus der Differenz beider Messungen ergibt sich 
die Extinktion fiir H-F. 

Unsere Versuche mit Homocystein und Formaldehyd lassen Riick- 
schliisse auf die Struktur des Kondensationsproduktes (H-F) zu. Die 
Natriumnitroprussidprobe im Alkalischen bewies, daB die freie SH- 
Gruppe des Homocysteins durch Formaldehyd verschwindet. Da8 Form- 
aldehyd unter unseren Bedingungen die SH-Gruppe quantitativ aus- 
schaltet, konnte zugleich Ebert in noch unverdffentlichten Versuchen 
an unserem Institut polarographisch nachweisen. Auch die Versuche, bei 
denen Homocystin zur Bildung von H-F vorausgehend zum Homo- 
cystein reduziert werden muB, spricht fiir die primaire Reaktion der SH- 
Gruppe. Hierfiir bestehen mehrere Méglichkeiten: Eine Thio-Halbace- 
talbildung, RS-CH,OH, oder eine Thio-Acetalbildung mit zwei Homo- 
cysteinmolekiilen, RS-CH,SR. Das aquivalente Verhialtnis zwischen 
Homocystein und Formaldehyd bei unserer Reaktion (Abb. 2) spricht 
fiir das Thio-Halbacetal, das intramolekular mit der NH,-Gruppe weiter 
reagiert. Schon Berg® deutet als wahrscheinliches Reaktionsprodukt 
zwischen Homocystein und Formaldehyd einen 6-Ring an, in der Bil- 
dungsweise, wie es Ratner und Clarke’ fiir das Kondensationsprodukt 
aus Cystein und Formaldehyd als 5-Ring angeben. Die Struktur als 
6-Ring 

S — CH,—NH, 
da, cH, _d—cooe 


wird auch dadurch wahrscheinlich, weil H-F mit Reineckatlésung ein 
schwerer lésliches Produkt ergibt. Fiir die Bildung einer intramoleku- 


eRe Berg, J. biol. Chemistry 190, 31 [1951]. 
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laren Ringstruktur spricht auBerdem, daB H-F bei der Anfarbung mit 
Ninhydrin nicht sofort den typischen blauvioletten Farbton wie andere 
Aminosauren zeigt®. Ahnlich verhalt sich auch C-F. Die blauviolette 
Farbe tritt erst nach langerem Liegen an der Luft auf. Es scheint, daB 
erst der intramolekulare Ring aufbrechen muB, bevor die typische Nin- 
hydrinreaktion mit dem Stickstoff eintreten kann. 

Es ist vorerst nicht sicher auszuschlieBen, daB bei der Reaktion 
von Homocystein mit Formaldehyd auch noch weitere Reaktionspro- 
dukte entstehen. Jedoch scheint —- auch nach unseren papierchromato- 
graphischen Befunden* — der groBte Teil des entstandenen Produktes 
einheitlich zu sein. 

Die Bestimmung des Methionins nach McCarthy-Sullivan? er- 
faBt die C-S-C-Gruppierung im Methionin. Eine solche liegt ebenfalls im 
H-F vor. Die ahnliche Farbbildung mu8 die Methioninbestimmung 
stéren. Diese Fehlerquelle beriicksichtigen auch alle Modifikationen der 
McCarthy-Sullivanschen Reaktion®®*® nicht. Schwerwiegend wird 
diese Tatsache bei Methylierungsstudien, bei denen Homocystein als 
Methylacceptor beniitzt wird, da hier die relativ hohen Homocystein- 
konzentrationen und das im Gewebe aerob stets anfallende Formaldehyd 
Fehler erzeugen!. Nach AbschluB unserer Versuche kam uns eine Arbeit 
von Ericson und Mitarbeitern!® zur Kenntnis, die bei ihren Bestim- 
mungen des Methionins mit der McCarthy-Sullivanschen Reaktion 
die angesiuerte Methionin-Nitroprussidnatrium-Farblésung tiber Nacht 
bei + 5° stehen lieBen und erst dann bei 510 mu spektrophotometrisch 
bestimmten. Eine Erklarung fiir diese methodische Anderung geben sie 
nicht an. Es ist aber anzunehmen, daB sie hierdurch st6rende Reak- 
tionsprodukte zum Verschwinden bringen wollten. 

Auf Grund unserer Ergebnisse schlagen wir vor, den Gang der 
Methioninbestimmung mit Natriumnitroprussid bei Methylierungsan- 
sitzen wie folgt anzulegen: 

8 ml der zu untersuchenden Probe (Homogenat) werden mit 0,8 mi 30-proz. 
Trichloressigsiure enteiweiBt. Nach 5 Min. langem Erhitzen im siedenden Wasserbad 
wird rasch abgekiihlt und filtriert. 4 m/ des Filtrats werden, wie im Versuchsteil 
beschrieben, der McCarthy-Sullivanschen Reaktion unterworfen. Nach dem 
Ansauern wird 1% Min. heftig geschiittelt und die Probe anschlieBend 3 Stdn. im 
Wasserbad bei +30° gehalten. Nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur wird 
die Extinktion bei 510 my gemessen. Die Methioninwerte werden einer unter 
gleichen Bedingungen aufgestellten Eichkurve entnommen. 

Da sich Formaldehyd mit iiberschiissigem Homocystein quanti- 
tativ kondensiert, wie Zimmermann" mit der Dimedonmethode nach- 


® M.N. Rudra u. L. M. Choudhury, Analyst 76, 432 [1951]; J. Bennet, 
W. D. Davis jr. u. O. Schales, J. Lab. clin. Med. 87, 820 [1951]; C. G. del Amo, 
V. V. Palasi u. A.S. Ruiz, An. Real Soc. espaii. Fisica Quim. Ser. B. 48, 531 
[1952]; J. N. Williams jr., W.J. Monson, A. Sreenivasan, L.S. Dietrich, 
. E. Harper u.C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 202, 151 [1953]. 
10 |. E. Ericson, J. N. Williams jr. u.C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 
212, 537 [1955]. 

11 §. Zimmermann, med. Dissertat. Leipzig 1956. 
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wies, und die mit der McCarthy-Sullivanschen Reaktion hervorge- 
rufene Farbe des Kondensationsproduktes in bestimmten Konzentra- 
tionsbereichen dem Lambert-Beerschen Gesetz folgt (Abb. 2), so 
kann man mit dieser Reaktion auch Formaldehyd bestiminen. Dazu 
wird folgendes Vorgehen vorgeschlagen : 

Die Formaldehyd enthaltende Lésung wird auf py 5 gebracht, mit einem 
Uberschu8 an Homocystein versetzt und 1 Stde. im Wasserbad unter Verschlu8 
auf 40° erwarmt. Nach dem Abkiihlen werden 4 m/ wie im Versuchsteil beschrieben, 
der McCarthy-Sullivanschen Reaktion unterworfen. Nach dem Ansauern wird 
\%, Min. heftig geschiittelt, dann 1 Min. bei Zimmertemperatur stehen gelassen und 
anschlieBend sofort bei 510 mu gemessen. Darauf kommt die Probe 3 Stdn. in ein 
Wasserbad von 30° und wird danach noch einmal bei 510 mu gemessen. Aus der 
Differenz beider Messungen ergibt sich aus einer entsprechend angelegten Eichkurve 
die Formaldehydmenge. Ist sicher kein Methionin gegenwartig, dann kann die 
zweite Messung unterbleiben. 


Zusammenfassung 


1. Kondensationsprodukte aus Homocystein bzw. Cystein mit Form- 
aldehyd geben mit Natriumnitroprussid Farblésungen (McCarthy- 
Sullivansche Reaktion), die die Methioninbestimmung in Gewebean- 
sitzen stéren kénnen. 

2. Das naher untersuchte Kondensationsprodukt aus Homocystein 
und Formaldehyd (= H-F) ist ein ziemlich stabiler heterocyclischer 
6-Ring. 

3. H-F bildet sich optimal in 30 Min. bei pu 5 und 40°. Es ist gegen 
H-Ionen kochbestandig. 

4. Ein gleiches Produkt entsteht bei alkalischer Reaktion aus Homo- 
cystin und Formaldehyd. 

5. Die mit Nitroprussidnatrium und H-F im alkalischen Milieu er- 
zeugte Verbindung zersetzt sich im sauren Milieu allmahlich. (Gegen- 
sitzliches Verhalten zu Methionin.) Dabei wird auch das H-F selbst 
zerlegt. 

6. H-F hat im McCarthy-Sullivanschen Test bei 4380 und 
490 mu Absorptionsmaxima. Die Methioninbestimmung bei 510 mu wird 
gestort. 

7. Homocystein selbst vermindert die Extinktionswerte einer 
Nitroprussidnatriumlésung nach der McCarthy-Sullivanschen Re- 
aktion bei 510 mu. 

8. Die Umsetzung zwischen Formaldelyd und iberschiissigem 
Homocystein ergibt mit Nitroprussidnatrium lineare Extinktionen. 
Kleine Mengen Formaldehyd sind so zu erfassen. 

9. Es wird eine Abinderung der McCarthy-Sullivanschen Re- 
aktion angegeben, um Methionin und H-F nebeneinander zu bestimmen. 


Summary 
Condensation products of homocysteine and cysteine with formal- 
dehyde yield coloured solutions with sodium nitroprusside in the McCar- 
thy-Sullivan reaction. This effect interferes with the determination of 
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methionine in tissue preparations. The condensation product from ho- 
mocysteine and formaldehyde (H-F) is a fairly stable, heterocyclic 6- 
membered ring. The optimum yield of H-F is obtained after 30 min. at 
pu 5 and 40° C. The compound is resistant to boiling in acid solution. An 
analogous product is formed from homocystine and formaldehyde in 
alkaline medium. The compound formed from H-F and sodium nitro- 
prusside in alkaline medium decomposes slowly in acid medium, in con- 
trast to the behaviour of methionine; the H-F decomposes at the same 
time. H-F gives absorption maxima in the McCarthy-Sullivan test at 
430 and 490 my and interferes with the maximum at 510 my in the 
methionine determination. Homocysteine itself reduces the extinction 
value of sodium nitroprusside solution in the McCarthy-Sullivan re- 
action at 510 mu. The reaction product from formaldehyde and excess 


. homocysteine yields linear extinctions with sodium nitroprusside and 


small amounts of formaldehyde can be determined in this way. A modi- 
fication of the McCarthy-Sullivan reaction is given which enables me- 
thionine and H-F to be determined together. 
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Zur Biochemie der Oxalsiure 


II, Ausscheidung und Retention injizierter 1.2-!4C-Oxalsiure 
bei normalen, rachitischen und alloxandiabetischen Ratten 
Von 
G. Brubacher, M. Just, Hatice Bodur und Karl Bernhard 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitét Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1956) 


Unsere Untersuchungen iiber Retention und Ausscheidung von 
Oxalsiure bei Ratten unter Heranziehung der Isotopentechnik fiihrten 
bei subcutaner Applikation von 41—55y 1.2-C-Oxalsiure pro g 
K6rpergewicht zur Feststellung, da8 im Mittel 28,7°% der verabreichten 
Dicarbonsaure im Verlaufe von 30 Stdn. im Harn erschienen und 25,2°% 
in der Niere zuriickgehalten wurden. Die Leber wies nur geringfiigige 
Mengen auf}. Die Halbwertszeit konnte in langfristigen Versuchen zu 
50 Stdn. ermittelt werden. Auf Grund ausgedehnter Messungen der 
Aktivitét der Exspirationskohlensiure, die sich stets als aktiv, bei 
Tieren mit sterilem Darm aber als inaktiv erwies, wurden endgiiltige 
Beweise fiir die Nichtangreifbarkeit der Oxalsiure durch die tierische 
Zelle erbracht?. 

Wir haben nicht zuletzt im Hinblick auf das Interesse, das von 
klinischer Seite fiir dieses Problem besteht, Ausscheidung und Retention 
der Oxalsaiure unter verschiedensten Aspekten weiterhin verfolgt. Es 
ergaben sich dabei eine Reihe statistisch gesicherter Befunde, iiber die 
wir in der vorliegenden Arbeit berichten méchten. 





A. Abhangigkeit der Retention und Ausscheidung 
von den aufgenommenen Mengen 


Um eine vermutliche Abhangigkeit der renalen Ausscheidung vom 
Léslichkeitsprodukt des schwerléslichen Oxalates zu priifen, injizierten 
wir mannlichen Ratten unterschiedliche Oxalatmengen (2,2—74 y pro g 
K6rpergewicht) und ermittelten nach 25 Stdn. durch Aktivitaétsmessung 
der als Ca-Salz gefallten Oxalsiure Ausscheidung im Harn und Reten- 
tion in der Niere. Einige Ergebnisse solcher Versuche (siehe Tab. 1) 
zeigen, daB hdhere Dosen im bereits festgestellten AusmaBe von 20 
bis 33% zuriickgehalten, kleinere Mengen aber weitgehend im Harn er- 
scheinen und in der Niere kaum nachweisbar sind. 


1 K. Bernhard, G. Brubacher u. H. Jaquet, Helv. chim. Acta 36, 1968 
[1953]. 

2G. Brubacher, M. Just, H. Bodur u. K. Bernhard, diese Z. 304, 173 
[1956]. 
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Tab. 1. Ausscheidung und Retention (Niere) von 'C-signierter Oxalsaure 


25 Stdn. nach erfolgter Injektion an weibliche Ratten. 














Tier Appliz. Oxal-| Aktivitat in % der appliz. 
Versuch Kérpergew saure y pro g Menge 
Nr. g K6rpergew. ad Mises 

A 1 131 74 8,6 21 

2 145 67 2,2 20 

3 154 63 5,1 33 
B 4 123 25 43 1,3 

5 147 21 45 2,1 

6 154 20 4] 3,4 
C 7 135 2,4 32 0,5 

8 148 2:2 72 Spuren 

9 132 2,4 47 Spuren 

















Zwecks Feststellung, ob die wiederholte Applikation kleiner Mengen 
zu einer Retention in der Niere fiihre, injizierten wir4 mannlichen Ratten 
an sieben aufeinanderfolgenden Tagen je 7,1 y C,H,0,. Im Tages-Harn 
wurden die Aktivitaten ermittelt (vgl. Tab. 2) und die Tiere 28 Stdn. 
nach der letzten Injektion getétet. Die Aktivitaéten der Nieren und des 
Harnes der gesamten Versuchsdauer von 172 Stdn. sind aus der Tab. 3 


Tab. 2. Tagliche Injektion von 7,1 y Oxalsaure pro 1 g Kérpergewicht an mannliche 
Ratten. Mit dem Harn wahrend jeweiligen 24 Stdn. nach der Injektion ausgeschie- 
dene Aktivitaten in °% der appliz. Aktivitaten. 

















" Tier Injektion am 
Versuch 
Nr. | Gew.g | 1.Tag]2.Tag|3.Tag | 4.Tag | 5.Tag | 6. Tag | 7. Tag 
D 10 195 55,1 | 61,1 | 63,0 | 73,0 | 69,9 | 63,3 | 86,5 
1] 202 40,6 | 80,8 | 79,5 | 63,7 | 59,2 | 77,1 | 90,4 
12 193 64,2 | 80,8 | 94,9 | 74,9 | 64,9 | 32,4 | 78,2 
13 196 38,3 | 54,5 | 94,3 | 60,5 | 71,0 | 74,5 | 77,2 














Tab. 3. Aktivitaten des Harns und der Nieren nach Injektion von 7,1 y Oxalsaiure 
an 7 aufeinanderfolgenden Tagen pro g Korpergewicht. 











’ Aktivitaten in °% der total 
Tier appliz. Mengen 
Nr. 

Harn | Niere 

10 67,5 0,05 

1] 70,4 0,01 

12 67,8 0,01 

13 67,7 0,06 








ersichtlich. Gleichzeitig haben wir an je 4 mannliche Ratten eine ein- 
malige Dosis von 7,1 y und an 4 Tiere eine einmalige Dosis von 50 y 
(~7 x 7,1 y) injiziert und diese Ratten nach 28 Stdn. getétet (vgl. 
Tab. 4). 
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Tab. 4. Aktivitéten des Harnes und der Nieren 28 Stdn. nach einmaliger Injektion 

















von 7,1 bzw. 50 y Oxalsiure pro g Kérpergewicht an mannliche Ratten. 
Tier Appliz. Oxal- | Aktivitat in % der appliz. 
Versuch . saiure y pro g Menge 
Nr Gow. Kor a ew 
esis g es: Harn Niere 
E 14 198 7,1 53,9 0,14 
15 202 isu 64,1 0,11 
16 197 7,1 54,7 0,10 
17 201 ash 70,2 0,07 
F 18 207 50 29,0 2,0 
19 210 50 46,1 2,4 
20 217 50 24,1 3,5 
21 197 50 26,5 6,3 

















B. Verhalten der Oxalsaure bei rachitischen Ratten 


Weil die Oxalsiure ein sehr schwer lésliches Calciumsalz bildet, das 
am Aufbau von Nieren- und Harnsteinen beteiligt sein kann, unter- 
suchten wir das Schicksal injizierter Oxalsiure bei einer manifesten 
Stérung des Ca-Stoffwechsels, nimlich bei der Rachitis. Letztere laBt 
sich bekanntlich bei Ratten leicht herbeifiihren, wobei die Schwere der 
Erkrankung durch Rontgenaufnahme der Kniegelenke kontrolliert wird. 

Da rachitische Tiere im Vergleich zu normalen Kontrollen hin- 
sichtlich Wachstum bzw. Gewicht stark zuriickstehen, Oxalat-Retention 
und Ausscheidung indessen, wie gezeigt wurde, von der applizierten 
Dosis abhangig sind, haben wir signierte Oxalsaéure gleichzeitig an 


Tab. 5. Versuch G. Oxalat-Ausscheidung im Harn bei rachitischen Tieren und 
gleichaltrigen bzw. gleich schweren Kontrollen. 


HA = Aktivitat des Harnes in °%, der appliz. Aktivitat. 
































Rachitische Tiere Kontroll-Tiere 
Gleiches Gewicht Gleiches Alter 

ED ieevisiss Ge 

Nr. | 2e"-| wa | nr. | SO": HA 

g g g 

22 44 39,6 35 39 11,0 48 135 22,7 
23 52 22,4 36 46 22,2 49 92 25,1 
24 44 33,2 37 43 34,9 60 81 26,7 
25 51 42,7 38 62 34,6 61 102 18,9 
26 59 40,3 39 64 32,2 62 81 47,6 
27 62 41,7 40 59 13,9 63 lll 25,8 
28 36 13,8 41 55 23,2 64 99 16,9 
29 65 16,1 42 54 13,9 65 102 38,3 
30 69 54,9 43 65 23.7 66 99 34,7 
31 48 63,0 44 48 43,4 67 115 26,0 
32 54 47,8 45 63 37,9 68 136 44,7 
33 55 60,7 46 53 17,9 69 108 59,2 
34 67 61,2 47 59 20,0 70 95 28,2 
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mannliche rachitische und gesunde Tiere injiziert, welch letztere einer- 
seits gleiches Gewicht, anderseits gleiches Alter wie die rachitischen auf- 
wiesen. Alle Ratten erhielten 46,4 y signierte Oxalsiure (65 y C,H,O, 
- 2 H,O) pro g Kérpergewicht und wurden nach 28 Stdn. getétet. Aus der 
Tab. 5 gehen die mit dem Harn wihrend dieser Zeit ausgeschiedenen 
Oxalatmengen hervor. Sie betragen im Mittel bei den rachitischen 
Ratten 41,3°%, gegeniiber 25,3°/, bei Kontrollen gleichen Gewichtes aber 
geringeren Alters und 31,9°% bei Kontrollen gleichen Alters aber héheren 
Gewichtes. Gleichzeitig erhielten normale Kontrollen gleichen Gewichtes 
und gleichen Alters nach vorangehenden Gaben von 12 5001. E. Vi- 
tamin D Oxalat-Injektionen. Die im Verlaufe von 28 Stdn. mit dem 
Harn ausgeschiedenen Oxalsiuremengen zeigt Tab. 6; sie betragen im 
Mittel 28,6 und 32,2°%, der applizierten Aktivitat. 


Tab. 6. Oxalat-Ausscheidung im Harn normaler, in bezug auf die rachitischen 
Ratten gleichaltriger und gleich schwerer Tiere nach vorangehenden Vitamin-D- 
Gaben. 





Normale Kontrollen 

















gleichen Gewichtes gleichen Alters 
Nr. ™_ HA Nr. — HA 
g g 

71 39 14,4 84 58 17,2 
72 55 26,6 85 96 31,1 
73 43 15,5 86 70 26,6 
74 55 23,1 87 99 29,2 
75 57 36,8 88 90 44,4 
76 62 41,4 89 95 39,4 
77 54 23,5 90 89 36,7 
78 52 27,5 91 105 38,2 
79 64 17,8 92 118 42,4 
80 51 32,4 93 148 17,8 
81 60 41,6 94 122 18,2 
82 52 48,9 95 88 50,9 
83 60 22,1 96 92 26,9 











Wir haben in allen Fallen die Nieren dieser Tiere untersucht und 
dabei, wie aus Tab.7 hervorgeht, sehr unterschiedliche Oxalsaure- 
Werte angetroffen. 

In einem weiteren Versuch priiften wir die Retention der Oxal- 
siure im rachitischen gegeniiber dem normalen Knochen. Rachitische 
Tiere und gesunde, gleichaltrige Kontrollen erhielten 63 mg C,H,0,° 
2H,O pro kg Korpergewicht und wurden 28 Stdn. spiiter getotet. Je 
eine Knochenprobe der Tibiae, Fibulae, Ulnae und der Radii wurde 
herausprapariert und auf ihre Aktivitit untersucht. Die diesbeziiglichen 
Ergebnisse enthailt Tab. 8; die rachitischen Knochen enthielten im 
Mittel 0,21, die normalen 0,45% der applizierten Aktivitat. 
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Tab. 7. Retention von Oxalat in der Niere nach einmaliger Injektion von 
4C-Oxalat an rachitische Ratten und Kontrollen. Aktivitéten in % der appliz. 

















Aktivitat. 
Kontrollen 
Rachi- 
tische | gleichen Gewichtes gleichen Alters 
Tiere eo — 
mit Vit. D mit Vit. D 
0,9 13,4 12,3 5,7 2,8 
1,4 0,13 0,26 6,2 0,02 
0,18 1,9 1,3 1,6 0,07 
0,38 1,6 0,11 8,4 0,23 
0,22 3,7 0,38 0,29 1,4 
0,37 0,50 0,02 1,20 3,5 
11,8 4,7 1,5 0,23 1,4 
16,2 6,2 8,5 0,39 1,0 
3,0 0,0 0,06 0,08 . 0,10 
0,09 2,0 2,3 6,1 15,3 
0,90 0,50 0,85 4,4 10,10 
0,25 0,14 0,09 0,22 0,16 
0,05 0,02 0,39 3,4 0,67 











Tab. 8. Versuch H. Oxalat-Retention in Knochen rachitischer und normaler Ratten 
- (in % der appliz. Aktivitat). 














Rachitische Tiere Kontrollen 
Me Gewicht Knochen Nr Gewicht Knochen 
; g Aktivitat Siig g Aktivitat 
97 53 0,15 102 109 0,44 
98 54 0,16 103 117 0,62 
99 55 0,18 104 130 0,33 
100 67 0,22 105 105 0,39 
101 69 0,35 -- 














C. Oxalséure-Retention und -Ausscheidung bei gesteigerter 
Diurese (alloxandiabetische Tiere) 


Nachdem alloxandiabetische Ratten mindestens doppelt so viel 
Harn wie normale produzieren, schienen sie uns als Versuchstiere zur 
Entscheidung der Frage, ob bei stark gesteigerter Diurese vermehrt 
Oxalsaure ausgeschieden werde, geeignet. Wir injizierten mannlichen 
Tieren im Gewichte von 400—500 g Alloxan. Nach manifestem, per- 
sistierendem Diabetes und ausgepragter Polyurie erhielten sie subcutan 
signierte Oxalsiure und wurden nach 28 Stdn. getétet. Gleichzeitig 
haben wir gesunden Ratten ahnlichen Gewichtes entsprechende Oxalat- 
mengen gespritzt. Die Aufarbeitung des quantitativ gesammelten 
Harnes und der Nieren fiihrte zu den Befunden der Tab. 9. Die diabe- 
tischen Tiere schieden im Mittel 45,9°/, der applizierten Oxalsaure aus 
und retinierten in der Niere 7,6°, gegeniiber 42,5 und 7,5% bei den 
Kontrollen. 
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Tab. 9. Versuch I. Injektion von 40 y/g Kérpergew. !4C-Oxalsiure an alloxan- 
diabetische Ratten und normale Kontrolltiere. Versuchsdauer 28 Stunden. 














Aufgefundene Ak- 
Ratten tivitét in % der 
Gowiaa appliz. Akt. 
ewic : 

Nr. g Bezeichnung an a 
102 405 Diabetiker 61,4 4,0 
103 405 Diabetiker 26,3 20,9 
104 390 Diabetiker 53,4 14,2 
105 425 Diabetiker 32,4 14,4 
106 495 Diabetiker 52,8 2,8 
107 410 Diabetiker 47,8 1,3 
108 440 Diabetiker 50,6 0,6 
109 435 Diabetiker 42,4 2,4 
110 490 Kontrollen 46,4 4,0 
111 385 Kontrollen 43,4 9,9 
112 495 Kontrollen 41,6 2,1 
113 460 Kontrollen 38,5 14,0 














Beschreibung der Versuche 


Als Versuchstiere dienten mannliche weiBe Ratten unseres eigenen, seit 
20 Jahren bestehenden Inzuchtstammes. Die Herstellung der radioaktiven Oxal- 
siure und der applizierten Lésungen, ferner das Vorgehen bei den Injektionen 
wurde bereits beschrieben?. Auch in bezug auf die Aufarbeitung des Harnes und 
der Nieren, die Aktivitaétsmessungen usw. sind wir nicht von den sich bewahrenden 
Methoden abgewichen: Zur Erzeugung einer ausgeprigten Rachitis wurden ent- 
sprechend den Vorschriften der Vitamin-D-Bestimmung nach dem kurativen 
Rattentest junge, mannliche Tiere auf eine rachitogene Diat gesetzt. Die Beschaf- 
fung alloxandiabetischer Ratten mit ausgepragter Polyurie erfolgte auf Grund 
unserer friiheren Erfahrungen®, 


Diskussion der Ergebnisse 


Calciumoxalat beteiligt sich auf Grund klinischer Beobachtungen 
sehr haufig am Aufbau von Nieren- und Harnsteinen. Versuche, dic 
renale Oxalséureausscheidung oder -Ablagerung in der Niere unter 
gegebenen Bedingungen quantitativ zu erfassen, diirfen als Beitrage 
zum sehr komplexen Problem dei Urolithiasis gewertet werden. 

In kleinen Dosen (2,7 bzw. 7,1 y/g K6rpergewicht) subcutan 
applizierte Oxalsiure erschien nach 25 bzw. 28 Stdn. zu mehr als der 
Halfte im Harn, die Niere enthielt kaum noch Oxalat. GréBere Dosen 
ko6nnen von ihr indessen in sehr merklichem Ausmafe zuriickgehalten 
werden. Ihre Bereitschaft zur Oxalatspeicherung diirfte aber von 
weiteren Faktoren abhangig sein, denn wir haben mitunter auch nach 
hoheren Gaben nur sehr geringfiigige Oxalatwerte in der Niere ange- 
troffen. Wiederholte Injektion einer kleinen Dosis (7,1 y) an 7 auf- 
einanderfolgenden Tagen (vgl. Tab. 2) fiihrte im Mittel bei 4 Tieren zur 


3 K. Bernhard, M. Favarger, A. Renold u. O.Spiihler, Helv. chim. 
Acta 80, 1666 [1947]. 
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Ausscheidung von 49,5, 69,3, 82,9, 68,1. 66,2, 61.3 und 83,0°%, wahrend 
die Niere nach 7 Tagen nur 0,03°,, der applizierten Aktivitét aufwies. 
Die Werte entsprechen etwa denjenigen, die sich bei der einmaligen 
xabe von 7,1 y (Versuch E, Tiere Nr. 15—-17) ermitteln lassen, wo 60,6°, 
ausgeschieden und 0,10°%, retiniert wurden. Fortgesetzte Verabreichung 
wird also beziiglich Ausscheidung ganz ahnlich beantwortet wie eine 
einmalige Injektion. Jedenfalls ist eine Tendenz zu vermehrter Speiche- 
rung bei wiederholtem Angebot nicht nachweisbar. Bei einmaliger Gabe 
der zuvor auf 7 Tage verteilten Dosis (rund 50 y) betrug die mittlere 
Ausscheidung 41,1°%, die Retention in der Niere 3,7% (Versuch F, 
Tiere Nr. 18—-21). 

Es besteht ohne Zweifel eine, merkliche Abhangigkeit der Aus- 
scheidung vom Léslichkeitsprodukt eines schwer léslichen Oxalsaure- 
salzes. Kleine Mengen werden reichlicher ausgeschieden als gréBere, 
diese geben aber zu einer stirkeren Retention in der Niere Veranlassung. 

Die Priifung des Verhaltens der Oxalsiure im Organismus rachi- 
tischer Ratten hat aus den bereits erwihnten Griinden die gleichzeitige 
Durchfihrung einer Reihe von Kontrollversuchen erfordert. Wir haben 
allen Tieren eine Oxalsaiuredosis von 46,4 y/g appliziert, welche auf 
Grund der vorangehenden Erfahrungen bereits zur Retention fiihrt, 
anderseits aber noch hinreichend ausgeschieden wird, um eventuelle 
Unterschiede im Verhalten der normalen Kontrollen und rachitischen 
Tiere erkennen zu lassen. Tatsichlich besteht auf Grund der gemessenen 
Werte ein signifikanter Unterschied in der Oxalsiureausscheidung. 
Rachitische Tiere scheiden mehr Oxalsiure aus als normale. Sowohl in 
bezug auf die gleichaltrigen aber schwereren als auch auf die gleich 
schweren aber jiingeren Kontrollen ist diese Feststellung statistisch 
gesichert. Eine mit der Injektion gleichzeitig erfolgende Gabe von 
Vitamin D, an diese Kontrollen bleibt ohne Effekt auf die Oxalsaure- 
ausscheidung, die sehr ahnlich wie bei den Tieren Nr. 35—47 und 48—70 
ausfiel. 

Die zum Versuche verwendeten rachitischen Tiere zeigten auf Grund 
des réntgenologischen Befundes alle eine starke bis hochgradige Er- 
krankung. Ihre vermehrte Oxalsiureausscheidung steht offenbar im 
Zusammenhang mit einer geringeren Calcium-Disponibilitat zur Calcium- 
oxalatbildung. Nachdem die D-Vitamine weitgehend fiir die Ca-Resorp- 
tion verantwortlich sind und bei der Rachitis vor allem die Ca-Aufnahme 
aus dem Darm gestoért ist, scheinen solche Bedingungen im Organismus 
gegeben. In dem Ausmafe als die zufolge verminderter Bildung eines 
unléslichen Ca-Salzes nicht oxydierbare Oxalsiure als Natrium- oder 
Kaliumsalz im Blute vorliegt, ist auch die vermehrte Ausscheidung 
begreiflich. Die Knochen der rachitischen Tiere enthielten signifikant 
weniger Oxalat als diejenigen der Kontrollen. Wiederum infolge Ca- 
Mangels ist die Oxalatfixierung auch im Knochen geringer. In bezug auf 
die Retention in der Niere wurden stark streuende Werte festgestellt, 
die keine gesicherte Aussage iiber eine vermehrte oder verminderte 
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Oxalsiureablagerung bei den rachitischen Tieren in diesem Organ er- 
laubten. 

Bei gesteigerter Diurese durch Injektion von Alloxan (also bei 
Alloxan-Diabetes) lieBen sich sowohl in bezug auf Ausscheidung als 
Retention keine Unterschiede gegeniiber dem Verhalten der gesunden, 
gleich schweren Kontrollen beobachten. Die vermehrte Wasseraufnahme 
bzw. -Abgabe durch die Niere blieb ohne Effekt auf das Verhalten 
injizierter Oxalsiure. Von verschiedener Seite* wurden Zusammenhange 
hinsichtlich Zuckerstoffwechsel und Oxalurie geltend gemacht. Der 
Diabetiker soll im Urin vermehrt Oxalséure ausscheiden und auch einen 
erhéhten Oxalsiure-Blutspiegel zeigen. Wir haben im Hinblick auf 
unsere Fragestellung verzichtet, etwa unter Heranziehung der Isotopen- 
technik eine vermehrte Oxalséurebildung bei diabetischen Ratten zu 
priifen. Die hier mitgeteilten Befunde, daB nach subcutaner Oxalsaure- 
gabe an normale und alloxandiabetische Ratten sowohl Ausscheidung 
als Retention nicht unterschiedlich erfolgen, spricht nicht fir eine 
wesentlich vermehrte Oxalsiure-Bildung im diahetischen Organismus. 


Zusammenfassung 


1. Ausscheidung und Retention exogener Oxalsiiure sind abhangig 
von der GréBe der Zufuhr. Kleine Mengen werden im Verlaufe eines 
Tages weitgehend mit dem Harne eliminiert, waihrend die Niere kaum 
Oxalat zuriickhalt. GréBere Dosen kénnen in letzterer aber merklich 
gespeichert werden und erscheinen nur zu etwa einem Drittel im Harn. 
Wiederholte Gaben kleiner Dosen fiihren nicht zu einer gesteigerten 
Retention in der Niere. 

2. Rachitische Ratten beantworten eine subcutane Injektion einer 
mittleren Oxalatdosis mit einer starkeren renalen Ausscheidung als 
gleich schwere oder gleichaltrige normale Kontrolltiere. Der Knochen 
der rachitischen Ratten enthalt nach 28 Stdn. weniger Oxalat als der- 
jenige gesunder Tiere. 

Hinsichtlich der Retention in der Niere wurden sehr stark streuende 
Werte ermittelt, die keine Entscheidung erlauben, ob bei rachitischen 
und normalen Ratten diesbeziigliche Unterschiede bestehen. 

3. Gesteigerte Diurese bewirkt keine signifikante Anderung in der 
renalen Oxalatausscheidung. Alloxandiahetische und gesunde Ratten 
schieden analoge Oxalséuredosen im selhen Ausmafe aus. 


Summary 


1. The excretion and retention of exogenic oxalic acid depends on 
the amount administered. Small amounts are largely eliminated in 
the urine in the course of one day while the kidney retains practically 
no oxalate. Larger doses are stored to a considerable extent in the 


ila M. Ju st, Experimentelle Beitrage zum Verhalten exogener Oxalsaure 
im Tierkérper, Dissertat. med. Basel 1956. 
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kidney and approximately one third only appears in the urine. Repeated 
administration of small doses does not cause increased retention in the 
kidney. 

2. Rachitic rats respond to subcutaneous injection of medium 
doses of oxalate with an increased renal excretion as compared with 
normal control animals of the same weight or age. After 28 hours the 
bones of rachitic rats contain less oxalate than those of healthy animals. 

Widely divergent results were obtained in respect of the retention 
in the kidney so that it is impossible to say whether rachitic and normal 
rats show any difference in this respect. 

3. Increased diuresis causes no significant change in the renal 
oxalate excretion. Alloxan-diabetic and healthy rats excrete oxalic 
acid doses to the same extent. 
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Zur Frage der Mitwirkung von Coenzym A 
bei der Acetoinbildung 
XIII. Mitteilung iiber Acyloine * 
Von 
Wilhelm Dirscherl und Johann Piitter 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1956) 


Die von Neuberg und Hirsch! festgestellte Acyloinbildung bei 
der Vergirung von Glucose bei Zusatz von Aldehyden sowie bei der 
Decarboxylierung von Brenztraubenséure durch Hefe wurde von ihnen 
einem eigenen Ferment zugeschrieben, das sie wegen seiner ,,kohlenstoff- 
ketten-kniipfenden‘‘ Wirkung Carboligase nannten. Die Notwendigkeit 
eines besonderen, mit der Carboxylase nicht identischen Ferments ist 
von Dirscherl? auf Grund zahlreicher Versuche fiir die Hefe verneint 
worden. Eine Trennung von carboligatischer und carboxylatischer 
Wirkung ist auch anderen Untersuchern bei Fermentpraparaten aus 
Erhsenmehl’, Weizenkeimlingen* und Hefe® nicht gelungen. Beiden 
Reaktionen ist nach Langenbeck und Faust® Aneurinpyrophosphat 
als Coferment gemeinsam. 

In neuerer Zeit ist die Frage aufgetaucht, ob Coenzym A, das be- 
kanntlich in der Lage ist, Kohlenstoffatome miteinander zu verbinden, 
bei der Acetoinbildung mitwirkt. Nach der Arbeiten von Gunsalus? 
sowie von Strecker und Ochoa® an gereinigten Enzympraparaten 
aus verschiedenen Bakterienstémmen wird der durch Decarboxylierung 
von Pyruvat entstandene ,,aktivierte Acetaldehyd“ entweder mit Hilfe 
von Lipoinsiure, Coenzym A und DPN oxydativ abgebaut oder ohne 
diese Faktoren zu Acetoin dimerisiert. Dem entgegen stehen die Arbeiten 


* XII. Mitteil.: W. Dirscherl u. H. Héfermann, Biochem. Z. 822, 237 
[1951]. 

1 C. Neuberg u. J. Hirsch, Biochem. Z. 115, 282 [1921]; 127, 327 [1922]; 
128, 610 [1922]; J. Hirsch, Biochem. Z. 181, 178 [1922]; C. Neuberg u. 
E. Reinfurth, Biochem. Z. 148, 553 [1923]. 

2 W. Dirscherl, diese Z. 188, 225 [1930]; 201, 47, 78 [1931]; 219, 177 
[1932]; W. Dirscherl u. A. Schéllig, diese Z. 252, 53, 70 [1938]. 

3 B. Tanké u. L. Munk, diese Z. 262, 144 [1939]. 

4 Th. P. Singer u. J. Pensky, Arch. Biochemistry 31, 457 [1951]; Biochim. 
biophysica Acta [Amsterdam] 9, 316 [1952]. 
5 E. Juni, J. biol. Chemistry 195, 727 [1952]. 
6 W. Langenbeck u. G. Faust, diese Z. 292, 73 [1953]. 
7 1.C.Gunsalus, J. cellular. comparat. Physiol. 41, Suppl. I, 113 [1953]. 
8 H. J. Strecker u. S. Ochoa, J. biol. Chemistry 209, 313 [1954]. 
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von Berry und Stotz® sowie von Smith und Hendlin?®, die nach 
Versuchen an Rattenhirn- bzw. Hefepriparaten Mitwirkung von 
Coenzym A bei der Acyloinbildung annehmen; diese wird als eine durch 
Coenzym A katalysierte Acetylierung aufgefaBt. 

Wir haben in der vorliegenden Arbeit versucht, einwandfrei zu 
klaren, ob Coenzym A an der Acetoinbildung durch Hefe bzw. gereinigte 
Carboxylasepraparate beteiligt ist. 


Met hodik 


Fermentpraparate: TrockenhefeI wurde aus untergiriger Bierhefe 
(Stamm T 34 der Staatl. Versuchsanstalt Weihenstephan) nach Nilsson! her- 
gestellt. Sie wurde im Starmix zermahlen, mit der 3-fachen Menge Wasser zu 
einem diinnen Brei verrieben und dieser in fliissigen Stickstoff eingetropft. Das 
Produkt wurde nach kurzem Auftauen erneut bei —20° eingefroren und so min- 
destens 1 Woche stehen gelassen. Nach dem Auftauen wurde bei 0° hochtourig 
abgeschleudert und der so erhaltene Gefriersaft, der in bezug auf Fermentausbeute 
(Carboxylase, CoA) den iiblichen Macerationssiften iiberlegen ist, im Kiihlraum 
bei +2° weiter verarbeitet: 35 m/ Saft wurden mit 20 m/ wasserfreiem Aceton 
versetzt und zentrifugiert; der aus der iiberstehenden Lésung nach Zusatz von 
weiteren 12,5 ml Aceton erhaltene Niederschlag wurde in 17,5 ml Phosphatpuffer 
(px 5,7) aufgenommen und von Ungeléstem abgeschleudert. 16 ml der Lésung 
wurden wieder mit 9 ml Aceton versetzt, die vom Niederschlag befreite Lésung mit 
weiteren 3 ml Aceton; dieser Niederschlag wurde in 7 ml Phosphatpuffer auf- 
genommen und von Ungeléstem abgeschleudert. Zu 6 ml dieser Lésung wurden 
nun 7,1 ml bei 2° gesattigter Ammoniumsulfatlésung gegeben und zur abzentri- 
fugierten Lésung erneut 2,6 ml Ammoniumsulfatlésung zugefiigt. Der die Carboxy- 
lase enthaltende Niederschlag wurde in 3 m/ Phosphatpuffer aufgenommen, in 
dem er sich meist vdéllig léste. Diese gereinigte Fermentlésung wurde bei —20° 
aufbewahrt; innerhalb von Wochen nahm die Aktivitaét nicht erheblich ab. 

Aus einer anderen Heferasse (Hefe II; Kurfiirstenbrauerei Bonn) wurde 
Macerationssaft bereitet und daraus unter etwas veranderten Fallungsbedingungen 
das gereinigte Ferment hergestellt. 

Bestimmungsmethoden: Die CO,-Entwicklung wurde manometrisch bei 
30° gemessen. Im allgemeinen wurde der Hauptraum der Warburg-GefaBe mit 
Hefe, m/15-Phosphatpuffer und etwaigen Zusiatzen, der seitliche Ansatz mit 
Pyruvatlésung beschickt. Der py-Wert wurde teils auf 5,7, teils auf 6,8 eingestellt. 
Gasraum: 95% N,, 5% CO,. 

Acetoin wurde nach Eggleton, Elsden und Gough bestimmt. Als 
Oxydationsmittel wurde an Stelle von Eisen(III)-chlorid 1 ml einer Lésung ver- 
wendet, die in 200 mi je 60 g Fe,(SO,), und FeSO,:7H,O enthielt. Die Bestim- 
mungen verliefen praktisch quantitativ. 

Der Gehalt der Acetaldehydlésungen wurde nach Seyewetz und Bardin™ 
ermittelt. 

Die Bestimmung von Coenzym A erfolgte nach Kaplan und Lipmann"™ 
durch Acetylierung von Sulfanilamid und folgende photometrische Bestimmung 
des nichtacetylierten Anteils nach Bratton und Marshall jr.}. 


9 J. F. Berry u. E.Stotz, J. biol. Chemistry 208, 591 [1954]. 
10 P. F. Smith u. D. Hendlin, J. Bacteriol. 65, 440 [1953]. 
11 R. Nilsson in: Methoden der Fermentforschung von E. Bamann u. 
K. Myrback, Bd. 2, 1297. Thieme-Verlag, Leipzig 1941. 
122 P. Eggleton, 8S. R. Elsden u. N. Gough, Biochem..J. 87, 526 [1943]. 
13 Seyewetz u. Bardin, Bull. Soc. chim. France [3] 88, 1000 [1905]. 
144 N.O. Kaplan u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 [1948]. 
145 A.C. Bratton u. E. K. Marshall jr., J. biol. Chemistry 128, 537 [1939]. 


Bd. 305 (1956) 








ose 














Bd. 305 (1956) | Coenzym A bei der biologischen Acetoinbildung 259 


Ergebnisse 


Abhangigkeit der CO,- und Acetoin-Bildung aus Pyruvat 
von den Versuchsbedingungen 


Mit zunehmender Fermentkonzentration steigt die Ausbeute an 
Acetoin wesentlich stirker als die an Kohlensiure an. In Abb. 1 ist 
dieser Sachverhalt fiir Trockenhefe I als Fermentpraparat wiedergegeben. 
Zur Beurteilung der CO,-Acetoin-Relation bei anderen, z. B. gereinigten 
Praiparaten ist es daher erforderlich, stets die Ausbeuten bei gleich 
groBer Decarboxylierung (aus Abb. 1 ablesbar) zu vergleichen. 

Auch bei zunehmender Substratkonzentration steigt die Bildung 
des Acetoins relativ starker als die der Kohlensiaure an. 

Das Temperaturoptimum (Verss. mit Trockenhefe II) lag sowohl 
fiir die CO,- als auch die Acetoin-Bildung bei 30°; allerdings ergab sich 
insofern eine Verschiedenheit, als die Acetoinbildung bei héherer Tempe- 
ratur (34 und 37°) im Vergleich zur CO,-Bildung relativ stirker ab- 
gefallen war als bei suboptimalen Temperaturen. 

Das pu-Optimum (Verss. mit Trockenhefe II) wurde fiir die Bildung 
beider Reaktionsprodukte in Phosphatpuffer zu 5,7 gefunden. Jedoch 
war bei px 6,8 die relative Acetoinausheute (Quotient aus Acectoin- und 
CO,-Ausbeute) nicht so stark abgefallen, wie man bei einer entsprechen- 
den Abnahme der Decarboxylierungsaktivitét gemma Abb. 1 hatte 
erwarten k6énnen. 


EinfluB des Acetaldehyds 
Tab. 1. EinfluB steigender Mengen von Acetaldehyd auf die CO,- und Acetoin- 
bildung bei der Decarboxylierung von Pyruvat. 


0,3 ml 1-m. Pyruvat, 3 mg Trockenhefe I, Phosphatpuffer, py 5,7, Gesamtvolumen 
3,0 ml; 30°, 1 Stunde. 





Acetaldehyd (mMol) 0 0,02 0,04 0,08 0,16 0,32 0,64 1,28 2,56 
CO, (ul) 747 561 463 357 223 142 380 60 43 
Acetoin* (ug) 85 111 120 1385 146 «©1158 $174 167) = 126 
relative Acetoin- 

ausbeute**  (%) 5,8 5,0 = 6,6 9,6 16,7 28,4 53 7” 15 


* Von den gemessenen Werten sind abgezogen: Acetoingehalt der Trockenhefe und Acetoin- 
reaktion von Pyruvat und Acetaldehyd. Die beiden letztgenannten Stoffe zeigen an sich keine 
Acetoinreaktion, liefern aber nach oxydierender Destillation einen gewissen Diacetylwert. 

** Bei den Versuchen mit Aldehydzusatz sind die Werte unter bewuBter Vereinfachung so 
berechnet, als ob Acetoin nur aus Pyruvat und zugesetztem Aldehyd entstiinde. 


Aus Tab. 1 ist zu ersehen, daB mit zunehmender Aldehydkonzen- 
tration die CO,-Bildung abnimmt, wahrend die Acetoinbildung zu- 
nachst ansteigt und erst bei hohen Konzentrationen wieder abfallt. 
Da8 die relative Acetoinausbeute (maximal 78°,) 100%, nicht iiber- 
schreitet, mag als Hinweis dafiir gelten, daB eine Acetoinbildung aus 
Acetaldehyd allein nicht oder nicht in erheblichem Umfang stattfindet. 
Dieser Frage haben wir wegen ihrer Bedeutung fiir das Carboligase- 
problem einige weitere Versuche gewidmet. Eine Acetoinbildung aus 
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Acetaldehyd allein konnte nur unter extremen Bedingungen, d. h. 
groBer Konzentration an Acetaldehyd und Fermentpraparat, nach- 
gewiesen werden: 2,5 mMol Acetaldehyd ergaben mit 100 mg Trocken- 
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Abb. 1. Abb. 2. 

Abb. 1. Abhangigkeit der Acetoin- und CO,-Bildung von der Hefemenge. Haupt- 
raum: 2,7 ml Hefesuspension (I) in Phosphatpuffer, px 5,7. Seitl. Ansatz: 0,3 ml 
l-m. Pyruvat. 1 Stde., 30°. 

a) Acetoin, b) CO,. 

Abb. 2. Abhangigkeit der Acetoinbildung von der durch verschiedene Hefe- 
konzentrationen aus Pyruvat mit und ohne Acetaldehydzusatz entwickelten 
CO,-Menge. Hauptraum: 2,6 mi Suspension von Trockenhefe I in Phosphatpuffer 
pu 5,7, 0,1 ml 1-m. Acetaldehyd (bzw. Phosphatpuffer). Seitl. Ansatz: 0,3 ml 
l-m. Pyruvat. 1 Stde., 30°. 
a) mit, b) ohne Acetaldehyd. 


1 Z 3 


hefe I in 3 ml Phosphatpuffer bei 30° in 1 Stde. 230 ug Acetoin, wahrend 
nach der gemessenen Eigengirung maximal nur etwa 130 wg zu erwarten 
gewesen waren. Unter den gleichen Versuchsbedingungen erhielten wir 
auch mit gereinigter Carboxylase, die keine Eigengirung mehr zeigte, in 
einer 60 mg Trockenhefe entsprechenden Menge, eine deutliche Acetoin- 
bildung von durchschnittlich 37 ug. 
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Fir die Auswertung der im folgenden beschriebenen Versuche mit 
Kermentpraparaten verschiedener Reinheit ist es notig zu wissen, wie 
die Acetoinbildung aus Pyruvat ohne und mit Zusatz von Acetaldehyd 
von der Fermentmenge und damit von der CO,-Entwicklung abhangt. 
Wie Abb. 2 zeigt, steigt bei den Versuchen ohne Acetaldehyd die Acetoin- 
CO,-Kurve zunehmend stirker an, wahrend sie bei den Versuchen mit 
Aldehydzusatz fast geradlinig verliuft, was nach reaktionskinetischen 
Uberlegungen auch zu erwarten ist. Entsprechendes gilt auch, wenn 
an Stelle der Konzentration des Ferments die des Pyruvats variiert 
wird. Bei minimaler Pyruvatkonzentration (m/600) tritt die Steigerung 
der Acetoinbildung durch Aldehydzusatz wesentlich starker hervor als 
bei der Konzentration von 0,!-m. (Tab. 1): sie betrug das etwa 10—20- 
fache. 

EinfluB von Coenzym A 


Die Versuche von Strecker und Ochoa® sind, was die etwaige 
Teiinahme von Coenzym A an der Acetoinsynthese angeht, nicht 
vollig beweiskriftig. Denn es findet sich keine Angabe dariiber, ob die 
Acetoin synthetisierenden Fraktionen frei von Coenzym A waren. Wir 
haben in unseren Versuchen beide Heferassen dem in der Methodik 
beschriebenen Reinigungsgang unterworfen und die verschiedenen 
Reinheitsstufen auf Coenzym-A-Gehalt und Carboxylase-Aktivitat (aus- 
gedriickt in mg Trockenhefe) gemessen. Tab. 2 gibt diese Groen sowie 
die gemessene und die geméB Abb. 2 zu erwartende Acetoinbildung in 
Form eines reprasentativen Beispiels an. 

Tab. 2. CO,- und Acetoinbildung aus Pyruvat ohne bzw. mit Zusatz von Acetal- 


dehyd sowie CoA-Gehalt bei verschiedenen Aufarbeitungsstufen. 
Versuchsbedingungen wie bei Abb. 2. 

















CO, (ul) Acetoin (ug) CoA-Gehalt 
entspr. Menge 

en ohne | mit | Trockenhefe ohne | mit aime 

sae? rm Acetaldehyd 4 Trok- 
Acetaldehyd . kenhefe 

gef. | theor.| gef. | theor. 

Trockenhefe I 5 mg 980 485 5 177 177 268 253 | 0,47 0,094 

Gefriersaft 30 ul 833 324 3,6 124 120 165 160 | 0,90 0,250 
Endstufe 15 ul 939 445 4,6 5 15 222 228 | 0,020 0,0043 




















Zum Vergleich ist in der letzten Spalte der Tab. 2 der relative 
CoA-Gehalt als Quotient aus dem ermittelten CoA-Gehalt und der 
Carboxylaseaktivitait (ausgedriickt in mg Trockenhefe) angegeben. 
Trotz fast vélliger Entfernung des Coenzynis A traten keine groben 
Verschiebungen der Acetoin-CO,-Relation auf, wie die gute Uter- 
einstimmung zwischen den gefundenen und theoretischen, gemaB Abb. 2 
zu erwartenden Acetoinwerten zeigt. Bei pa 6,8 mit Trockenhefe I und II 
durchgefiihrte Versuche ergaben grundsatzlich das gleiche. 

Auch nach Vergiftung des Coenzyms A mit Jodacetat (1 stdg. Inku- 
bation von 2 mi Macerationssaft mit 1 m/ einer 0,05-m. neutralisierten 
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Jodessigsiure) war die Acetoinbildung aus Pyruvat nicht kleiner, 
sondern etwas gréBer als nach der stark verringerten Carboxylase- 
wirkung zu erwarten war. Die CoA-Aktivitaét hatte noch wesentlich 
stirker abgenommen, sie war nicht mehr meBbar. 


Wahrend der Inkubation der zu messenden Lésung mit den Kaplan-Lip- 
mann -Reagenzien wird bei Anwesenheit von Jodacetat etwas J®° freigesetzt. Die- 
ses wird bei der Diazotierung durch HNO, zu J, oxydiert, das die Jodreaktion 
stért. Es wurde deshalb an die EiweiBfallung bei CoA-Bestimmungen bei Anwesen- 
heit von Jodessigsdure eine Fallung der Jodionen mit Silbernitrat angeschlossen. 


In weiteren Versuchen haben wir bei pu 6,8 den EinfluB von zu- 


5 mg Trockenhefe verinderte die CO,-Entwicklung aus Pyruvat nicht; 
die Acetoinbildung wurde bei Zugabe von 30—100 wg CoA um 5—-10°%, 
vermindert. Grundsiatzlich gleiche Ergebnisse wurden hei Zusatz von 
Coenzym A (meist 10 1g) zu gereinigten Hefepriparaten bei px 6,8 und 
5,7 erzielt. Hierbei wurden auBerdem 0,1 nil 0,l-m. neutralisiertes 
Cystein und 0,1 ml 3-proz. K,ATP-Lésung, zum Teil auch 0,25 ml 
Taubenleberextrakt nach Kaplan und Lipmann" hinzugefiigt. Unter 
Beriicksichtigung einer gewissen Eigenwirkung des Cysteins und des 
Extraktes wurde keine Beeinflussung der Decarboxylierung durch Coen- 
zym A festgestellt; die Acetoinbildung war geringfiigig vermindert. 
Das gilt auch fiir die Decarboxylierung von Pyruvat bei Zusatz von 
Acetaldehyd. 

Auch die geringfiigige Acetoinbildung aus Acetaldehyd ohne 
Pyruvat war durch Coenzym A nicht zu aktivieren. 


Die oben erwahnte Eigenwirkung des Cysteins bestand in einer schwachen 
Steigerung der Decarboxylierung, die von einer relativ geringeren Zunahme der 
Acetoinbildung begleitet war. Taubenleberextrakt bewirkte einander entsprechende 
Mehrbildung von CO, und Acetoin; er hatte auBerdem die Fahigkeit, die durch 
groBe Mengen von Carboxylasepraparat bewirkte Acetoinbildung aus Acetaldehyd 
allein zu steigern. 


Besprechung der Ergebnisse 


Gegen die Beteiligung einer eigenen Carboligase bei der Acetoin- 
bildung im Zusammenhang mit der Pyruvatdecarboxylierung durch 
Hefezubereitungen spricht mit groBer Wahrscheinlichkeit die Tatsache, 
daB8 auch weitgehend gereinigte Carboxylasepriparate ebenso wie 
Trockenhefe oder ungereinigte Siafte eine ungefahr der Decarboxy- 
lierungsaktivitat entsprechende acetoinbildende Aktivitat besitzen. Auch 
Ferment, das aus gereinigter Apocarboxylase, Mg?® und Aneurinpyro- 
phosphat rekombiniert worden ist, zeigt die Fahigkeit, aus Pyruvat 
Acetoin zu bilden?® ®, 

Die mit gereinigten Fermentpriparaten festgestellte Acetoin- 
bildung aus Acetaldehyd allein zwingt nicht zur Annahme einer be- 


16 W. Dirscher!l u. F. Zilliken (unveréff. Vers.), erwahnt in: R. Ammon 
u. W. Dirscherl, Fermente, Hormone, Vitamine, 2. Aufl. S. 264, Thieme-Verlag 
Leipzig 1948. 
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sonderen Carboligase, denn sie findet selbst hei hoher Konzentration an 
Ferment und Aldehyd nur in geringem AusmaBe statt. Es ist durchaus 
denkbar, daB es sich hier um eine Nebenreaktion der Carboxylase 
handelt. 

Fiir eine Beteiligung von Coenzym A an der Acetoinbildung durch 
Hefe, sei es aus Pyruvat, aus Pyruvat und zugesetztem Acetaldehyd 
oder aus diesem allein, haben unsere Versuche keinerlei Anhalt ergeben. 
Die mit gereinigten und mit vergifteten Fermentpriparat sowie unter 
Zusatz von Coenzym A erhaltenen Ergebnisse zeigen eindeutig, dafB 
unter unseren Versuchsbedingungen die Acetoinsynthese unabhangig 
von Coenzym A verlauft. 


Zu einem anderen Ergebnis kamen Smith und Hendlin!®, die 
mit Acetontrockenhefe, Coenzym A und DPN aus Pyruvat und Benzal- 
dehyd Phenylacetylcarbinol gewannen. Sie nahmen dabei intermediir 
Bildung von Acetyl-CoA an, das mit Benzaldehyd unter Aufnahme von 
Wasserstoff das genannte Acyloin ergibt. Es erscheint fraglich, ob unter 
diesen Bedingungen aus Acetaldehyd und Pyruvat in gleicher Weise 
Acetoin entstehen kénnte. Benzaldehyd hat ja einen vom Acetaldehyd 
wesentlich abweichenden Charakter, wie unter anderem aus seiner 


| leichten Kondensierbarkeit zu Benzoin hervorgeht. Man wird daher 


nicht ohne weiteres aus der Bildung von Phenylacetylcarbinol Riick- 


| schliisse auf die biologische Acetoinsynthese ziehen diirfen. 
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Auch die Versuchsanordnung von Berry und Stotz®, die mit 
Rattenhirnpraparaten Acetoinbildung aus Pyruvat unter Beteiligung 
von Coenzym A festgestellt haben, scheint uns zum Vergleich mit 
unseren Versuchen wenig geeignet zu sein, da die Verhialtnisse durch 
Zugabe von Fluorid und Hexacyanoferrat(III} von den natiirlichen 
abweichen. 


Zusammenfassung 


1. Die Acetoin- und CO,-Bildung aus Pyruvat ohne bzw. mit Zusatz 
von Acetaldehyd durch Trockenhefe, Hefesifte und gereinigte Carboxy- 
lase wurde im besonderen Hinblick auf eine etwaige Beteiligung von 
Coenzym A untersucht. 

2. Temperatur- und py-Optimum lagen fiir Decarboxylierung und 
Acetoinbildung an der gleichen Stelle, naémlich bei 30° bzw. pu 5,7. 

3. Nach fast voélliger Entfernung des Coenzyms A bzw. seiner Aus- 


schaltung durch Jodessigsiiure blieb die Acetoin-CO,-Relation praktisch 


unverandert, ebenso nach Zusatz von Coenzym A. Es hat. sich kein 


' Anhaltspunkt fiir die Beteiligung von Coenzym A an der Acetoin- 


synthese ergeben. 
4. Acetoinbildung aus Acetaldehyd allein scheint nur bei groBer 
Konzentration an Ferment und Aldehyd in geringem Umfang méglich 


» zu sein. Auch hierauf war Coenzym A ohne férdernden EinfluB. 
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Summary 


1. The formation of acetoin and carbon dioxide from pyruvate by 
dried yeast, yeast juices and purified carboxylase has been investigated 
with and without addition of acetaldehyde and with special reference 
to a possible participation by coenzyme A. 

2. The optimum temperature and py for the decarboxylation and 
acetoin formation are identical, viz., 30° and pu 5.7, respectively. 

3. The acetoin-carbon dioxide relation remained unchanged after 
practically complete removal of coenzyme A or its inactivation with 
iodoacetic acid and also after addition of coenzyme A. There is thus no 
evidence for a participation of coenzyme A in the acetoin synthesis. 

4. It appears that the formation of acetoin in small amount from 
acetaldehyde alone is only possible with large concentrations of enzyme 
and aldehyde. This reaction also is not promoted by coenzyme A. 
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Eine Steroidsulfatase aus Saugetierleber 


Von 
H. Gibian und G. Bratfisch 


Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.-G., Berlin- West 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juni 1956) 


Die einzige bisher bekannte Steroidsulfatase wurde von Henry 
et al.1 in Schneckenextrakten gefunden. Dod gson und Roy? beschreiben 
Arylsulfatasen aus Rinder- und Rattenleber, die nur Arylsulfate, so auch 
Oestronsulfat (OeS) zu spalten vermédgen, jedoch kein Dehydro-epi- 
androsteronsulfat (DAS). 

Im folgenden werden Darstellungsméglichkeiten und Eigenschaften 
einer Steroidsulfatase aus Rinder- oder Rattenleber beschrieben, die 
OeS und DAS hydrolysieren kann. Die aufgefundene Steroidsulfatase 
aus Rinderleber kann zur Spaltung* im Gewebe oder in Korperfliissig- 
keiten vorkommender Sulfat-Konjugate von Steroiden zwecks deren 
analytischer Erfassung benutzt werden. Aus Zeitmangel wurden andere 
Tierspecies bisher nicht untersucht. 


Darstellungsméglichkeiten 


Durch Extraktion von homogenisierter Ratten- oder Rinderleber 
mit neutralen bis schwach alkalischen Puffern (z. B. 0,5-m. Triaithanol- 
ammoniumacetat-Puffer, py 7,5) wird ein opalescierender Extrakt er- 
halten, der steroidsulfatase-aktiv ist. Es gelang nicht, aus diesem 
Enzymextrakt ein lésliches Steroidsulfatase-Praiparat darzustellen; 
das aktive Enzym befindet sich nur in scheinbarer Lésung und diirfte 
an unldsliche Zellbestandteile gebunden sein. Deshalb wird frische 
Rinderleber durch Vorbehandlung mit Aceton so verandert, daB durch 
anschlieBende Extraktion mit neutralen oder schwach alkalischen 
Puffern keine Steroidsulfatase mehr extrahiert werden kann. Die volle 
Aktivitaét ist im unldslichen Riickstand enthalten. 

Durch Extraktion von frischer Rinderleber mit sauren Puffern wird 
keine Steroidsulfatase extrahiert, sondern der Riickstand auch hier so ver- 


1 R. Henry, M. Thevenet u. P. Jarrige, Bull. Soc. Chim. biol. 34, 897 
[1952]; P. Jarrige u. R. Henry, Bull. Soc. Chim. biol. 34, 872 [1952]; S. R. 
Stitch u. J.D. K. Halkerston, J. Endocrinology 9, XXXVI [1953]; Nature 
[London] 172, 398 [1953]; A. B. Roy, Biochem. J. 62, 41 [1956]. 

2 K.S. Dodgson, Studies on Sulphatases, 1.—12. Mitteil., Biochem. J. 
[1953—1956]; A.B. Roy, Sulphatase of Oxliver, 1.—4. Mitteil., Biochem. J. 
[1953— 1955]. 

3 H. Langecker, Acta endocrinol. [Copenhagen], im Druck. 
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andert, daB mit neutralen oder schwach alkalischen Puffern keine Ste- 
roidsulfatase mehr extrahiert werden kann. Die volle Aktivitat ist im: 
unléslichen Riickstand enthalten. 

Bei Dialyse eines Steroidsulfatase-Extraktes gegen flieBendes 
Wasser fallt der gréBte Teil der Proteine aus. Die Steroidsulfatase ist in 
dem Niederschlag enthalten und kann auch hieraus nicht wieder in 
Lésung gebracht werden. Die abzentrifugierte Losung ist unwirksam. 


Eine Anreicherung des Enzyms kann durch fraktionierte Athanol- 
fallung in der Kialte bei pa 7—7,5 aus obigem Extrakt erfolgen. So fallt 
die aktive Fraktion bei Eintropfen von Athanol bis zu einer Konzentra- 
tion von 20 Vol.°%, fast quantitativ aus und kann durch Gefriertrocknung 
oder Waschen mit Athanol/Ather getrocknet werden. Das erhaltene 
Trockenpraparat ist unldslich, aber voll aktiv. 

Ohne Ausfallung der Steroidsulfatase kann ein Leberextrakt bei 
pu 7—7,5 durch Behandlung mit Invertseifen (z. B. Hyamine) partiell 
gereinigt werden. Die Gefriertrocknung eines derartigen Extraktes fiihrt 
zu klebrigen Produkten, so das das Enzym zweckmaBig besser durch 
Herstellung einer 20-proz. Athanolkonzentration ausgefallt wird. Ver- 
suche, das unlésliche Enzym doch ohne Aktivitatsverlust in echte 
Lésung zu bringen, waren bisher ohne Erfolg. 


Bestimmung der Steroidsulfatase-Aktivitat 


Einheitendefinition: Eine Steroidsulfatase-Einheit setzt unter den unten 
angegebenen Standardbedingungen des Testes aus DAS in 1 Stde. 1 y Dehydro- 
epi-androsteron in Freiheit. 


Reagenzien 

1. 0,5-m. Triathanolammoniumacetat-Puffer, py 7,3—7,5 (75 g Tridthanol- 
amin in 500 ccm aqua dest. mit HNisessig auf py 7,3—7,5 einstellen und 
mit aqua dest. auf 1000 ccm auffiillen) oder 0,2-m. Tris-Puffer, py 
7,3—7,5 (Tris-[oxymethy]]-amino-methan-hydrochlorid) 

2. 0,05-proz. Lésung von DAS-Na-Salz in (1) (500 y/ecm) 

3. n-Essigsdure 

4. 4-proz. Kochsalzlésung in dest. Wasser 

5. Benzol p. a. 

6. Natriumsulfat sicc. p.a. © 


Ansatz: 1 ccm (2), 20—100 Einh. Sulfatase und 1 cem (1) werden unter 
haufigem Umschiitteln 1—2 Stdn. bei 37° inkubiert. Abbruch der Reaktion durch 
Einstellen in Eis und Zugabe von 0,5 cem (3). Nach Zufiigen von 2,5 ccm (4) wird 
3mal mit je 5 ccm (5) extrahiert und jeweils durch kurzes Zentrifugieren und Ab- 
heben mit einer Gummiball-Pipette getrennt. Die gesammelten Extrakte werden 
mit (6) getrocknet und im Vak. zur Trockene gebracht. 

Das im Riickstand befindliche freie Dehydroandrosteron wird nach Zimmer- 
mann in der Variation nach Langecker oder nach Munson‘ in y bestimmt. 

Nach Abzug der Werte entsprechender Blindansitze ohne Ferment bzw. 
ohne Substrat und Bezugnahme auf 1 Stde. Reaktionszeit ist der erhaltene y-Wert 
direkt gleich der Zahl der Einheiten der eingesetzten Fermentmenge. 


4 H. Langecker, Biochem. Z. 325, 16 [1953]; P. L. Munson, M. E. Jones, 
P.J.McCall u. T. F. Gallagher, J. biol. Chemistry 176, 73 [1948]. 
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Ausbeute bei der Darstellung von Steroidsulfatase aus frischer 
Rinderleber. 

Reinigungsstufe Gewicht ing} Einh./mg | Gesamteinh. 
frische Rinderleber (Homogenat) . . 1000 - 30—40000 
Aceton-Trockenleber. . ..... . 250 ~0,1 30000 
Aceton-Trockenleber nachtraglich mit 
n-Butanol behandelt. . . . .. . ~150 ~0,2 30000 
Trockenpriparat*......... 15—30 1—2,0 30000 











* Ein im Handel befindliches Trockenpriparat der Schering A.-G. 
Allgemeine Eigenschaften 


pu-Optimum: Rinderleberextrakte sind im px-Bereich von 6—9 
gut wirksam, Rattenleberextrakte desgleichen bei py 7—9; diese sind 
aber bei pu 6 unwirksam. 

Im Gegensatz zum Extrakt sind Trockenpraparate aus Rinderleber 
bei px 6 nur noch schwach wirksam, gut wirksam im pu-Bereich von 
7—9. Bei pu 10—11 klingt die Wirksamkeit ab, bei py 12—13 erfolgt 
vollige Inaktivierung. Im Vergleich hierzu ist die Steroidsulfatase aus 
Schneckenextrakten optimal bei px 4,8 wirksam. 

Stabilitat: Acetontrockenleber mit und ohne n-Butanol-Nach- 
behandlung verliert nach 3 Monaten bis zu 50°, der Steroidsulfatase- 
Aktivitaét. Gereinigte Trockenpriparate waren nach 6 Monaten gepriift 
stabil. 

Substratspezifitat: Die Steroidsulfatase spaltet OeS und DAS 
mit ahnlicher Geschwindigkeit. Phenolphthaleinsulfat, (gepriift bei 
pa 5 und 7,5) Androsteronsulfat (pH 5 und 7,5), Testan-3«-ol-17-on- 
sulfat (px 5 und 7,5), Chondroitinsulfat (pa 7,5) und Phenolphthalein- 
glucuronid (pu 4,5 und 7,5) werden nicht angegriffen. 

Die Steroidsulfatase aus Rinderleber ist im Gegensatz zum 
Schneckenferment frei von $-Glucuronidase! 


Enzymatische Spaltung von DAS bei verschiedenen Konzentrationen 
(16 Stdn. 37°) und von OeS (2 Stdn. bei 37°). 








Konzentra- | Enzymkonz.| Relation Grad der 
tion y in Enzym/DAS | Spaltung in 
DAS/cem | Einh./eem Kinh./y wf 
5 0,5 1/10 45 
5 2,0 1/2,5 70 
50 5,0 1/10 70 
50 12,0 1/4 70 
100 10,0 1/10 70 
yOeS/ccm 
250 100 1/2,5 70 











* Siehe Bemerkung zur niichsten Tabelle. 


Die zweckmaBigste Substratkonzentration liegt bei 50—100 » 
DAS/cem Ansatz. 
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Eine Steroidsulfatase aus Saugetierleber 


Hemmung: Phosphat-Ionen hemmen die Enzymreaktion. Andro- 
steronsulfat (AS) im groBen Uberschu8 hemmt, gepriift an der Spaltung 
von DAS. 


Die Spaltung von DAS bei Anwesenheit von AS (16 Stdn. bei 37°). 




















Spaltung in % durch: 
5 y DAS/ccm 
tase- : aoe 
1 Sulfatase 2 Einh./ceem | 4 Einh./ecm 
Kinh./ccm 
+ Oy AS/ccm 64 75* 75* 
+ 100 y AS/ccem 51 44 
+ 500 y AS/ccm 37 
* Es wurde nie ein Spaltungsgrad von iiber 70—75% erreicht, dieser diirfte nur ein schein- 
barer Wert sein, der in Wirklichkeit einer volistindigen Spaltung entspricht. Der Grund diirfte in der 
angewandten Analysenmethodik der Steroide liegen, wie sich aus Versuchen mit zugesetzten 


Steroiden ergab. Dieser Frage wurde nicht weiter nachgegangen, da sie auBerhalb der Themenstellung 
lag. ; 


Zusammenfassung 


Es wird itiber Vorkommen, Isolierung, partielle Reinigung und 
Eigenschaften einer Sulfatase aus Saiugetier-Leber berichtet, die spezi- 
fisch auf Oestron- und Dehydro-epi-androsteronsulfat eingestellt zu 
sein scheint. 


Summary 


Information is presented concerning the occurrence, isolation, 
partial purification and properties of a sulphatase from mammalian 
liver. The enzyme appears to act specifically on oestrone sulphate and 
dehydro-epi-androsterone sulphate. 
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Uber den Acetalphosphatidgehalt 
im Erythrocyten und im Serum des Menschen 
Von 
F. Leupold und H. Biittner 
Aus der Medizinischen Universitatsklinik Kiel, Direktor: Prof. Dr. H. Reinwein 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1956) 
Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. E. Klenk zum 60. Geburtstag 


Uber den Lipoidgehalt des Erythrocyten gibt Ponder! einen aus- 
fiihrlichen Bericht, in dem die Ergebnisse vorwiegend amerikanischer 
Arbeitskreise beriicksichtigt werden. Im jiingeren deutschen Schrifttum 
hat der Lipoidgehalt des Erythrocyten jedoch nur wenig Beachtung 
gefunden. 

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen iiber protein- 
gebundenes Acetalphosphatid (Acphos) im Blut beschaftigten wir uns 
bereits frither mit dem Acphos-Gehalt des Erythrocyten?. Fiir eine 
routinemaBige Bestimmung erwies sich die Berechnung des Acphos- 
Gehaltes im Erythrocyten auf Grund des Hamatokritwertes nach 
Analyse des Vollblutes und des Serums nach der von uns bereits friiher 
angegebenen Methode® als zweckmaBig. Uber die Normalwerte im 
Vollblut liegen noch keine Angaben vor. Der Acphos-Gehalt im Serum 
wurde schon wiederholt untersucht 4~’. Da diese Ergebnisse aber gewisse 
Unstimmigkeiten zeigen, haben wir eine genaue statistische Analyse 
an einem gr6Beren Material durchgefiihrt. AuBerdem wurden die Acphos- 
Werte im Vollblut und im Erythrocyten untersucht. 


Methodisches 


Die Acphos im Serum wurden nach unserer Modifikation® der Feulgenschen 
Methode bestimmt, die sich auch fiir die Bestimmung im Vollblut als geeignet er- 
wies®. Die Blutentnahmen erfolgten stets in niichternem Zustand. Alle Normal- 
werte wurden an gesunden Mannern und Frauen ermittelt. Der Acphos-Gehalt 
im Erythrocyten wird in mg/100 ccm Erythrocytensediment angegeben (zur 
Berechnung siehe 1. c. 3). 


1 KE. Ponder, Hemolysis and Related Phenomena, Verlag Grune u. Stratton, 
New York 1948. 

2 F. Leupold, H. Frank u. H. Bittner, diese Z. 296, 55 [1954]. 

3’ F. Leupold, H. Biittner u. K. Ranniger, diese Z. 294, 107 [1954]. 

4G. Schafer u. M. Taubert, Arztl. Forsch. 4, 593 [1950]. 

5 K. Voit u. H. Seckfort, Klin. Wschr. 38, 225 [1955]. 

6 F. Leupold u. H. Biittner, Klin. Wschr. $2, 119 [1954]. 

7 0. W. Thiele, R. Feulgen u. G. Andresen, diese Z. 302, 92 [1955]. 

8 F. Leupold u. H. Bittner, diese Z. 292, 13 [1953]. 
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Die statistischen Analysen wurden unter Benutzung von Koller® 


sowie Daeves und Beckel?® durchgefiihrt. Die haufiger benutzten statistischen y/ 
MaBzahlen werden durch folgende Symbole dargestellt: M = Mittelwert; n - E 
Anzahl; o (Standard-Abweichung) = +- | v?/(n —1). Die Feststellung eines signi- i 
fikanten Unterschiedes erfolgte mit Hilfe der ¢-Verteilung (R. A. Fisher) mit ‘5 
ae 2 on ) 
t wa MI worin opp = |, 4 + ©? bedeutet. Wird der den Tafeln von wW 
Diff Lo 
Koller® zu entnehmende Zufallshéchstwert von ¢ iiberschritten, so ist der unter- V§ 
suchte Unterschied statistisch gesichert. ve 


Ergebnisse und Diskussion 


Serum: Die Serumwerte friiherer Untersucher und die eigenen 
Ergebnisse zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Normalwerte des Plasmals im Serum (Angaben in mg®, )*. 


























Zufalls- 
Untersucher M n a t hichst- 
wert von / 
Gesunde Manner 
Voit undSeckfort® . . 2,20 100 0,54 } 3,68 | 3.03 
diese Arbeit ... . . 2,41 175 0,40 
Thiele, Feulgen u. hae 2,04 3.04 
dresen?. . . 4024 | 20 0,54 ‘ 
Schafer u. Teasers. ; 2,32 50 
Gesunde Frauen 
VoitundSeckfort® . . 2,19 100 0,57 } 7,84 3,02 
diese Arbeit ... . 2.47 213 0.54 
Thiele, Feulgen u. nem 2.90 3.01 
dresen’ b oe ah ; 2,41 20 0,41 
Schafer und Cekbort*. 2,99 50 





* Den von den anderen Autoren angegebenen Plasmalogenwerten liegt die alte Feulgensche 
Strukturformel!! mit einem mittleren Molekulargewicht von 451 zugrunde. Da Klenk und De- 


buch" 18es wahrscheinlich machten, daB diese Forme! nicht zutrifft, wurden die angegebenen Me 
Plasmalogenwerte durch den Faktor 1,77 dividiert und damit auf Plasmal umgerechnet (vgl. auch 

1.c.4), Die entsprechende Umrechnung der von anderen Aut ren angegebenen Standard-Abwei- ach 
chungen (¢) ist mathematisch zulissig**. Um Mi8verstindnisse zu vermeiden, verwenden wir fol- ib 
gende Bezeichnungen (in Klammern das der Rechnung jeweils zugrunde gelegte Molekulargewicht): ube 
,,Plasmal‘‘ = Aldehydkomponente (254); ,,Acetalphosphatid'‘ = Gesamtmolekiil nach der von als 
Klenk und Debuch vorgeschlagenen Strukturformel (750); ,,Plasmalogen‘‘ = Gesamtmolekiil 

nach der alten Formel von Feulgen und Bersin (451). Der Umrechnungsfaktor von Plasmal auf als 


Acetalphosphatid betriigt 2,95. 





9 §. Koller, Graphische Tafeln zur Beurteilung statistischer Zahlen, 3. Aufl. | - 
Verlag Steinkopff, Darmstadt 1953. wir 
10 K. Daeves u. A. Beckel, GroBzahlforschung und Haufigkeitsanalyse. dre 
Verlag Chemie Weinheim 1948. — 
11 R. Feulgen u. T. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 
122 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]. bere 
13 EK. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 299, 66 [1955]. vert 
14 F, Leupold, Klin. Wschr. 88, 1054 [1955]. ausf 
15 §. Koller in: Handbuch der Erbbiologie des Menschen, herausgeg. von erga 


G. Just. Bd. 2, Verlag Springer Berlin 1940, S. 160, 1,55 
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Als Kriterium fiir einen ,,Normalwert‘‘ kann eine nur durch den 
Zufall bedingte Verteilung der Einzelwerte um den Mittelwert gelten. 
Eine solche Verteilung zeigt sich bei der statistischen Analyse darin, daB 
die gefundene Haufigkeitsverteilung einer Normalverteilung entspricht. 
Untersucht man unsere Serum-Plasmalwerte, getrennt nach Mannern 
und Frauen, unter Benutzung des Wahrscheinlichkeitsnetzes (Beckel, 
vgl. auch 1. c.1°), so ergibt sich, daB in beiden Fallen eine Normal- 
verteilung vorliegt. 
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mg % Plasmal im Serum 


Haufigkeitsverteilung der Serum-Plasmalwerte von gesunden Mannern und 
Frauen im Wahrscheinlichkeitsnetz. 


Ein exakter Beweis hierfiir ist rechnerisch unter Benutzung der ?- 
Methode in der Weise durchzufiihren, daB man feststellt, ob die beob- 
achtete Verteilung innerhalb der Zufallsgrenzen mit der Normalverteilung 
ubereinstimmt *. Dies trifft fiir die Serumplasmalwerte sowohl der Manner 
als auch der Frauen zu, so daB die von uns in Tab. 1 angegebenen Werte 
als Normalwerte anzusehen sind. 

Die Normalwerte des Serumplasmals sind bei Mannern und Frauen 
signifikant unterschieden (t = 7,3; Zufallhéchstwert von ¢ 3,03), worauf 
wir schon friither hinwiesen* und was von Thiele, Feulgen und An- 
dresen’ unlangst bestatigt wurde. 

* Die theoretische Normalverteilung wird unter Benutzung von M und co 
berechnet. Der Vergleich mit der aus den Einzelwerten aufgestellten Haufigkeits- 
verteilung erfolgt nach der y?-Methode (beziiglich der Einzelheiten mu8 auf die 


ausfiihrlichen Darstellungen verwiesen werden, siehe z. B. |. c.15). In unserem Falle 
ergab sich bei Frauen y?/m = 2.51 (Zufallhéchstwert 3,34); bei Mannern x? lm 


1,55 (Zufallhéchstwert 3,64). 
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In Tab. 1 sind unsere Normalwerte mit den Werten anderer Autoren 
verglichen. Dabei ergibt sich, daB die Werte von Voit und Seckfort5 
sich von den unsrigen signifikant unterscheiden. (Ob diese Differenz 
methodisch bedingt ist, kann vorerst nicht entschieden werden.) 


Erythrocyten: Die an gesunden Mannern und Frauen im Voll- 
blut und im Erythrocytensediment erhaltenen Mittelwerte zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Mittelwerte des Plasmals im Vollblut (angegeben in mg%) und im 
Erythrocytensediment (angegeben in mg/100 ccm). 











. Erythrocy- 
Vollblut tensediment 
Gesunde niich- M 10,4 21,4 
terne Manner n 47 47 
o 1,3 8 | 
Gesunde niich- M 10,6 24,1 
terne Frauen n 59 59 
oO 1,4 4,2 











Der im Serum vorhandene Unterschied in der Hohe der Plasmal- 
werte zwischen Mannern und Frauen lift sich bei den Vollblutwerten 
nicht nachweisen. Berechnet man jedoch den Plasmalgehalt im Erythro- 
cytensediment, so ergibt sich wie im Serum ein Geschlechtsunterschied 
(t = 3,68; Zufallh6chstwert 3,08). Die Berechnung im Erythrocyten- 
sediment ist notwendig, um die tatsaichlichen Verhaltnisse im Erythro- 
cyten zu erkennen. Eine Korrelation zwischen den Plasmalwerten im 
Serum und denen im Erythrocytensediment lat sich nicht nachweisen. 


Vergleicht man das Verhiltnis der Acetalphosphatide zu den 
Gesamtphosphatiden im Erythrocytensediment, so zeigt sich, daB es 
das gleiche ist wie in den iibrigen Geweben (siehe z. B."). Dagegen 
enthalten die Gesamtphosphatide im Serum relativ weniger Acphos 
(siehe Tab. 3). 


Tab. 3. Anteil der Acetalphosphatide am Gesamtphosphatid im Serum und im 
Erythrocytensediment *. 



































Serum Erythrocytensediment 
Ges. Acphos Ges. Acphos 
Acphos Phosph. |Ges. Phosph. Acphos Phosph. | Ges. Phosph. 
mg% mg% % mg% mg% % 
Manner 7,1 200 3,6 63 390 16 
Frauen 8,2 200 4,1 71 411 17 
* Die Gesamtphosphatidwerte wurden aus den Lipoid-P-Werten durch Multiplikation mit 


dem Faktor 25 errechnet. 

Um den Acphos-Gehalt im Erythrocyten mit den Literaturangaben 
iiber Erythrocytenlipoide vergleichen zu kénnen, ist es zweckmaBig, den 
Acphos-Wert in g Acphos/Erythrocyt umzurechnen. Auf diese Weise 
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ergibt sich fir den einzelnen normalen Erythrocyten des Mannes ein 
Acphos-Gehalt von etwa 0,062-10-!2 g, fiir den Erythrocyten der Frau 
ein Gehalt von etwa 0,067-10-12 g (siehe Tab. 4). Wie wir schon friiher 
zeigen konnten?, ist das Acphos des Erythrocyten praktisch vollstandig 
im Stroma lokalisiert. 


Tab. 4. Lipide des menschlichen Erythrocyten in 10-1" g/Erythrocyt (mit Aus- 
nahme der Acphos-Werte, Angaben nach Ponder'?). 


awed -, akoholldsl. -, Neutralfett 
Gesamtfett Phosphatid Phosphatid Acetalphosphatid is ‘Cilesieetiola 


0,43 0,23 0,184 5 0,062 2 0,067 0,044 0,11 





Cholesterin 


Eingehende Untersuchungen iiber Anderungen der Lipidzusammen- 
setzung des Erythrocyten bei Animien haben Erickson und Mit- 
arbeiter angestellt. Eine zusammenfassende Darstellung gibt Ponder!?. 
Die Autoren fanden charakteristische Anderungen bei verschiedenen 
Anamieformen wie auch bei experimentell erzeugten Aniamien. Die 
Berechnung des Plasmalgehaltes im Erythrocytensediment anaimischer 
Patienten ergab iiberraschend hohe Werte: Manner 27,3 mg/100 ccm 
(¢ = +3,7; n = 10), Frauen 31,7 mg/100 ccm (o = + 6,3; n = 17). Es 
erscheint lohnend, den noch unbekannten Ursachen dieser Anderungen 
weiter nachzugehen. 


Fiir ihre Hilfe bei der Durchfiihrung dieser Arbeit, die mit Mitteln der Deut - 
schen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt wurde, danken wir Fraulein 
EK. Gramlow. 


Zusammenfassung 


1. Eine statistische Analyse normaler Serumplasmalwerte wurde an 
einem gréBeren Material durchgefiihrt, da die Angaben in der Lite- 
ratur einander widersprechen. 

2. Mittelwerte fiir den Acetalphosphatidgehalt im Erythrocyten 
wurden angegeben und mit den Literaturangaben iiber den Gehalt 
des Erythrocyten an anderen Lipoiden verglichen. 

3. Auf Besonderheiten bei Anamien wird hingewiesen. 


Summary 


Normal serum plasmal values from a large number of subjects have 
been submitted to statistical analysis in order to resolve conflicting 
statements in the literature. Mean values obtained for the acetal phospha- 
tide content of erythrocytes are compared with data given in the lite- 
rature for the content of other lipids in erythrocytes. Attention is directed 
to peculiarities in the case of anaemia. 
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Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe 
I. Mitteil.: Modellversuche 
Von 


Horst Frunder, Hans Bérnig, Willi Fischer und Kurt Stade 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1956) 


Vor einiger Zeit ergab sich aus den Befunden der fortlaufenden 
intravitalen Gewebe-py-Messungen ein Problem des Schadigungsstoff- 
wechsels, das durch weitere Untersuchungen geklart werden sollte. Wird 
Gewebe intra vitam mechanisch, chemisch, thermisch oder durch Mikro- 
organismen geschadigt, so werden unmittelbar danach Stoffwechsel- 
anderungen mit der py-Messung nachweisbar. Sie sind unabhangig von 
der Art des angewendeten Reizes und bestehen in einer 6rtlichen Ge- 
websséuerung von 20 bis 120 Min. Dauer, max. bis px 6 gehend?. Durch- 
blutungsinderungen konnten als Ursache ausgeschlossen werden. Quelle 
der sauren Produkte schien nach den friiheren Befunden das Glykogen. 

Zur Gewinnung weiterer Anhaltspunkte iiber die’ Ursachen der 
priméren Acidosereaktion nach schadigenden Reizen fihren die Me- 
thoden der Schnitt- und Homogenat-Technik nicht weiter, denn das zur 
Untersuchung kommende Gewebe ist durch die vorangehende Pripa- 
ration selbst bereits weitgehend geschidigt. Es lassen sich also gar keine 
normalen Bezugswerte schaffen, auch wenn man normales und geschi- 
digtes Gewebe miteinander vergleicht. Bei einem solchen Vergleich 
k6nnen einmal, wie das am Beispiel der verfetteten Leber gezeigt wird, 
allein durch die Gewebepriaparationen ausgelésten Schidigungen im 
normalen und geschidigten Gewebe ganz unterschiedlich ablaufen. Die 
MeBergebnisse sind dann nicht auf einen veranderten in-vivo-Stoff- 
wechsel zu beziehen, sondern mehr oder weniger Ausdruck dieser se- 
kundaren Reaktion. 

Da fast jede Zellschadigung von einer Verinderung der Zellstruktur 
begleitet ist, wurden zundchst im Modellversuch mehr oder weniger 
strukturgeschidigte Gewebepriaparate in Form von Schnitten und Homo- 
genaten normaler Miuselebern hergestellt. Durch Bestimmung einiger 
Zwischenstoffkonzentrationen in diesen Gewebepraiparaten nach ver- 


Benutzte Abkiirzungen: 
DPN = oxydiertes Diphosphopyridin-nucleotid; DPNH = red. Diphosphopyridin- 
nucleotid; BTS = Brenztraubensaure; MS = Milchsiure; KG = «-Ketoglutarsaure. 
1H. Frunder, Pfliig. Arch. ges. Physiol. 250, 312 [1948]; 251, 631 [1949]; 
252, 500, 520 [1950]. 
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schiedenen Inkubationszeiten und Vergleich mit den stationdren ,,in- 
vivo’*-Werten lassen sich gewisse Schliisse tiber die bei mechanischer 
Gewebsschadigung einsetzenden Reaktionen ziehen. 


Weiterhin wurden auch verfettete Mauselebern untersucht. Hier 
tritt durch die massige Einlagerung von Neutralfett in die Leberzellen 
(bis 25°, des Feuchtgewichtes) schon in vivo eine Beeintrachtigung der 
Zellstruktur ein. Abweichungen von den normalen stationiren Zwischen- 
stoffkonzentrationen mit und ohne Glucosebelastung erlauben jetzt 
direkte Aussagen tiber die bei pathologischen Gewebsverianderungen in 
vivo ablaufenden Stoffwechselstérungen. Die hier erhaltenen Ergebnisse 
werden mit den als Modellversuche angesetzten mehr oder weniger 
strukturgeschadigten Gewebepraparationen normaler Lebern verglichen. 
Dabei ergeben sich gewisse Parallelen im Reaktionsverlauf. 





n 
: Methodik 
)- Die Leberverfettung weiBer Mause von 16—20g Gewicht wurde mit der 
| friiher angegebenen? Diat erzielt. Milchsiure wurde in dieser Versuchsreihe enzy- 
i matisch nach Pfleiderer und Dose® bestimmt. Die Bestimmung der Glucose er- 
n folgte nach Frank und Kirberger,* der Acetessigsiure nach Walker’, der [- 
2 Hydroxy-buttersaure titrimetrisch nach Edson®(danach auch Kontrollbestimmung 
Bes der Acetessigséure), des anorgan. und 7’-P nach Lowry und Lopez? (Differenz 
< des 7’-P minus anorgan. P = saurelabiler Ester-P). Die Fraktionierung des Leber- 
zell-P wurde nach Schneider® durchgefiihrt, P wurde in diesen Versuchen nach 

1. Berenblum und Chain® modifiziert bestimmt. Die Verteilung der Nucleinsaure- 
oT mono-, di- und triphosphate in der gesamten saureléslichen Fraktion wurde nach 
2. der Methode von Schmitz, Hurlbert und Potter?!® studiert. 
ir Die Schnitte wurden in der frither beschriebenen! K°- und PO,°° -reichen 
' Ringerlésung mit 200 mg%, Glucose als Atmungssubstrat 15 bzw. 60 Min. unter 
j Sauerstoffstrom und Schiitteln bei 40° inkubiert. 5— 20-proz. Homogenate wurden 
le mit 200 mg% Glucose enthaltender isoton. KCl-Lésung angefertigt und in gleicher 
i- Weise inkubiert. Alle tibrigen Versuchsbedingungen wie |. ¢.}? . 
h Schnitte und Homogenate wurden in verschiedenen Medien inkubiert. Da- 
1, durch wird der Vergleich zwischen beiden Gewebepriparationen etwas erschwert. 
" Da sich die Veranderungen jedoch im Vergleich zu den in-vivo-Werten bei Schnitten 
7 wie bei Homogenaten in der gleichen Richtung bewegen, sind sie wohl im wesent- 
. lichen auf die Strukturschadigung zu beziehen. 
te ? H. Frunder u. W. Friedel, diese Z. 295, 77 [1953]. 

3 G. Pfleiderer u. K. Dose, Biochem. Z. 326, 436 [1955]. 
. 4H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 11950]. 

5 P.G. Walker, Biochem. J. 58, 699 [1954]. 
Tr 6 N. L. Edson, Biochem. J. 29, 2082 [1935]. 
)- 7 0. H. Lowry u. J. A. Lopez, J. biol. Chemistry 162, 421 [1946]. 
“ 8 W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945]. 

® J. Berenblum u. E. Chain, Biochem. J. 82, 295 [1938]. 


10 H. Schmitz, R. B. Hurlbert u. V.R. Potter, J. biol. Chemistry 209, 
23, 41 [1954]. 

1H. Frunder, diese Z. 291. 182 [1952]. 

22H. Frunder, H. Dittrich, L. Lachhein u. I. Miteff, diese Z. 301, 
210 [1955]. 
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Ergebnisse 
I. Zwischenstoffkonzentrationen 
in der ungeschadigten Miuseleber und daraus hergestellten 
Schnitten und Homogenaten 
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind zusammen mit friher mit- 
geteilten! Befunden (letztere ohne statistische Mazahlen) in Tab. | 
dargestellt. 


Tab. 1. Stoffkonzentrationen in “Mol/g Frischleber 
(S = Sehnitte; H = Homogenate)*. 








stationir nach 15’ Inkubation 60’ Inkubation 15’ — 60’ 
Glykogen® .... .]| 241 a. to 7 me 
ie a. 3. we eS Se te Sr. oes ele 
Brenztraubensiure™’ . 0,15 My a ; wie r aoe 
Milchsiiuret®?. . . . . 2 a 4 a7 bet 
Acetessigsiiure. . . . 0,09 +t 0,033 (7) = eh : myn ae, ved ca my : abe 
p-Hydroxy-buttersiure| sehr klein. «| 8? 287017 (6) | 7,50 1.61 (6) | + 5.13 
a-Keto-glutarsiure'® 0,16 of need aa if aos 
Anorgan.P... «| 59 £081 (10) 1! 319 S39 (lo) | a4 E40 (0) | > 78 
Siurelabiler Ester P.| 7,2 41,6 (10) | Pf: 9 +3 da 2 * _ Bo i “A 
Gesamter siiurelésl. P . 31,2 +2,4 (7) | H: 35,8 4,3 (8) 41,6 + 3,8 (5) |] + 5,8 
DPI ooo ell 7 COST a ee a 0,0 
Ee ep el a: ee ta ge ae 














* Die eingeklammerten Ziffern auch in Tab. 2 und in den Abbildungslegenden geben die An- 
zahl der jeweils angestellten Parallelversuche an. 


In Schnitten und Homogenaten ist ein betrachtlicher Glykogen- 
verlust nachweisbar. Er ist besonders stark in Homogenaten innerhalb 
der ersten 15 Min. Inkubation. Schnitte verlieren in diesem Zeitraum 
deutlich weniger Glykogen, behalten aber die Fahigkeit zum Glykogen- 
abbau in den weiteren 45 Min. Inkubation mehr als Homogenate. Dies 
zeigt sich auch am Verhalten der Glucose. Im ungeschadigten Gewebe 
findet man nur relativ geringe Mengen an freier Glucose. Schnitte geben 
im Beobachtungszeitraum zwischen 15 und 60 Min. Inkubation fast 
doppelt so viel Glucose ab wie Homogenate. Entsprechend verhialt sich 
die Milchsaure. Hier fallt aber auf, daB sich im Homogenat nach den 
ersten 15 Min. Inkubation die Milchsiure starker anhauft als in Schnitten. 
Man kann nach diesen Befunden annehmen, da die mechanische 
Gewebezerstérung Glykogenabbau und Glykolyse zunachst sehr be- 
schleunigt. Im Homogenat kommen diese anfangs noch starker als in 
Schnitten ablaufenden Vorgiinge offenbar durch Cofermentmangel 
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schneller zum Stillstand als in Schnitten, deren Stoffwechselaktivitat 
langer erhalten bleibt. Das wird auch an der gegeniiber Homogenaten 
stirkeren Anreicherung von Acetessigsiure, $-Hydroxy-buttersiure, 
BTS und KG deutlich. 

Der anorgan. P vermehrt sich nach 15 Min. Inkubation in Schnitten 
auf das 2!4-fache, in Homogenaten auf das 314,-fache des stationaren 
,,in-vivo‘‘-Wertes. Der séurelabile Ester-P nimmt in Schnitten etwas zu, 
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Abb. 1. Ionenaustausch-Chromatogramm der gesamten siureléslichen Fraktion 
von etwa 5 g normaler Mauseleber. 

Saule: Dowex 2, 12,5 x lem. Mischflasche 500ml H,O, Vorratsflasche: 
Frakt. 1—64 1l-n. HCO,H, Frakt. 65—179 4-n. HCO,H, Frakt. 180—230 4-n. 
HCO,H + 0,2-n. NH,HCOO, Frakt. 231—270 4-n. HCO,H + 0,4-n. NH,HCOO, 
Fraktion 271 — SchluB 4-n. HCO,H + 0,8-n. NH,HCOO. Die Lage der ATP, ADP 
und AMP-Spitzen wurde in besonderen Kontrollversuchen mit ATP, ADP- und 
AMP-Lésungen unter identischen Bedingungen festgelegt und wird durch den fiir 
adeninhaltige Nucleotide charakteristischen H,7;/H,9-Quotienten von 0,4 bestatigt. 


in Homogenaten wird er deutlich geringer. In der Regel nimmt man an, 
daB die Hauptmenge des sadurelabilen Ester-P ADP und ATP erfabt. 
Danach wire in Schnitten die Konzentration dieser Verbindungen sicher 


» nicht und in Homogenaten nach 15 Min. Inkubation nur wenig ver- 


mindert. Wie einige orientierende Bestimmungen der Nucleinsaurever- 
teilung in der gesamten saureldslichen Fraktion zeigen, ist wohl diese 
Annahme nicht immer zulassig. In Abb. 1 und 2 sind zwei Ionenaus- 


' tausch-Chromatogramme!® des gesamten siureléslichen Extraktes der 
_ Mauseleber wiedergegeben. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 305 19 
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978 H. Frunder, H. Boérnig, W. Fischer u. K. Stade, 


In der unverinderten Leber sieht man neben den Nucleosid-mono- 
phosphaten deutliche Spitzen der Nucleosid-di- und -triphosphate. Sie 
fehlen im 15 Min. inkubierten Leberhomogenat bis auf die Gruppe der 
verschiedenen Uridindiphosphate praktisch vollstindig. Die Gruppe der 
Nucleosid-monophosphate ist dagegen hier stark angereichert. Insbe- 
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Abb. 2. Ionenaustausch-Chromatogramm der gesamten siaurelislichen Fraktion 

eines etwa 20-proz. Mauseleberhomogenates nach 15 Min. Inkubation bei 40° unter 

Sauerstoffstrom. Homogenat aus 5g Leber + 17 ml einer Lésung von 2 Tin. 

0,154-m. KCl und 1 TI. 0,154-m. KHCO,, 400 mg%, Glucose enthaltend. Entei- 
weiBung mit 4 m/ 30-proz. HCIO,. 


Saule: Dowex 2, 14 x lcm, Vorratsflasche und Mischflasche gefiillt wie unter 
Abb. 1 angegeben. 


sondere hat das Leberhomogenat im Verlauf von 15 Min. Inkubation bei 
40° fast seinen gesamten Bestand an ADP und ATP verloren, obwohl 
jetzt noch erhebliche Mengen an siurelabilem Ester-P (s. Tab. 1) nach- 
weisbar sind. Die Anreicherung des anorgan. P in Schnitten und Homo- 
genaten kommt danach vor allem durch die Spaltung der Nucleosid-di- 
und -triphosphate zustande. 

Auch der gesamte saurelésliche P nimmt im inkubierten Homogenat 
laufend zu. Um zu kliren, welche Leber-P-Fraktionen in die gesamte 
siurelésliche P-Fraktion im Verlauf der Inkubation hineinflieBen, 
wurde die P-Verteilung in den nach Schneider getrennten Zellfrak- 
tionen einige Male untersucht. Dabei zeigte sich, daB im Homogenat 


18 Herrn Doz. Dr. Schmitz, Physiol.-Chem. Institut Marburg, danke ich 
sehr fiir die Einfiihrung in diese Methode. 
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nach 15 und 60 Min. Inkubation der EiweiB-P unverandert bleibt, der 
Nucleinséure- und Lipoid-P etwas abnimmt. Obwohl die Abnahme in 
den letzten beiden Fraktionen nicht signifikant ist, kann man annehmen, 
daB sie zur Vermehrung des gesamten saureldslichen P beitragen. 

DPN und DPNH nehmen in Schnitten etwas ab, wobei sich der 
DPN/DPNH-Quotient von stationér 2:1 nach 3:1 verschiebt. In 
Homogenaten geht die Zerstérung so rasch, daB schon nach wenigen 
Minuten Inkubation fast der gesamte Zellbestand an DPN und DPNH 
bis auf nicht mehr sicher nachweisbare Reste zerstért ist. Die DPN- 
Zerstérung ist jedoch nicht Hauptursache der beobachteten Stoff- 
wechselstérungen. Denn einmal la8t sich im Homogenat die MS-Bildung 
durch BTS-Zusatzerheblich steigern !*, zum anderen bewirkt DPN-Zusatz 
zum verdiinnten Homogenat ohne BTS keine Mehrbildung an MS. 

Die Bildung von Acetessigsiure und 6-Hydroxy-buttersiure wird 
durch Zusatz von Glucose oder BTS als Atmungssubstrat in beiden 
Gewebepraparationen nicht beeinfluBt. Diese beiden Siuren entstammen 
danach wohl nicht unmittelbar dem Kohlenhydratabbau. 

ZusammengefaBt ergibt der Vergleich zwischen Schnitten und 
Homogenaten folgendes: 

Je starker die Schidigung der Zellstruktur, um so geringer werden 
nach initialer Aktivierung Glykogenabbau, Glucosefreisetzung und 
Stoffdurchsatz itiber die Kette der Glykolysefermente. Anorgan. P ver- 
mehrt sich, die energiereichen Nucleosid-di- und -triphosphate ver- 
schwinden fast vollstindig. Da BTS als Atmungssubstrat in beiden 
Gewebepriparationen sowohl die MS- wie auch die KG-Bildung ver- 
stiirkt, Glucose jedoch in dieser Hinsicht wirkungslos ist, mu8 der 
Stoffwechselblock zwischen der Glucose und der BTS liegen. Diese 
Blockierung des KH-Abbaues kann verschiedene Ursachen haben. Aus 
der Verschiebung der Nucleinsdureverteilung in der gesamten siure- 
léslichen Fraktion des inkubierten Leberhomogenates und der gleich- 
zeitigen Anreicherung des anorgan. P laBt sich ableiten, daB offenbar die 
Zuckerphosphorylierung durch das Absinken der Konzentration an 
energiereichen Phosphaten gestért ist. 

Zur Erklaérung der friiher in vivo nach Gewebeschidigung nach- 
weisbaren sogenannten primiren Acidose kann man nach diesen Modell- 
versuchen annehmen, daB nicht nur der friiher angenommene Milch- 
siurestau, sondern auch die bei der Phosphatesterspaltung freiwer- 
denden sauren Valenzen dazu beitragen. 


II. Zwischenstoffkonzentrationen 
in der verfetteten Miuseleber mit und ohne Glucosebelastung 


Durch die vorher beschriebenen Modellversuche wurde zunichst 
ein grobes Bild iiber Richtung und Ausma8 von nach Zellschadigungen 
beobachtbaren Stoffwechselstérungen gewonnen. Auf dieser Grundlage 


14 W. Konig, Dissertat. Med. Fak. Greifswald 1956. 
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wurden weitere Versuche angesetzt, um Anhaltspunkte iiber die bei 
pathologischen Gewebsverainderungen in vivo nachweisbaren Stoff- 
wechselanderungen zu erhalten. Als relativ tibersichtliches Modell wurde 
zunachst die durch eiweiBarme und fettreiche Kost jederzeit gleich- 
maBig und reproduzierbar zu erzeugende Fettleber der Maus untersucht. 
Hier wird schon in vivo durch die massige Einlagerung von Neutralfett 
in die Leberzellen (bis 25°, des Feuchtgewichtes) eine gewisse Schadi- 
gung der Zellstruktur hervorgerufen. Sie ist lange nicht so schwer- 
wiegend wie in den in-vitro-Versuchen. Wie ein Vergleich der statio- 
niéren Zwischenstoffkonzentrationen normaler und verfetteter Leber 
zeigt, findet man auch unter diesen ,,in-vivo’‘-Bedingungen Abwei- 
chungen ahnlicher Art wie im Schnitt- und Homogenatmodell der nor- 
malen Leber (s. Tab. 2). 





Tab. 2. Zwischenstoffkonzentrationen in der normalen und verfetteten Mauseleber 
in uMol/g Frischleber - 
(Bezugsbasis gleicher N-Gehalt?2), 








normal verfettet 

Glykogen#® ..... 241 119 
Brenztraubengaure !? 0,15 0,09 

Milchsiure ...... 0,77 0,19 (11) 0,66 + 0,16 (8) 

(enzymatisch) 

Acetessigsaiure Bid 0,09 + 0,033 (7) 0,158 + 0,061 (6) 
«-Keto-glutarsiure!?. . 0,16 11 

Gesamt-P ...... 124,00 + 13,7 (20) 130,7 + 9,65 (14) 
Anorgan.P...... 5,9 + 0,81 (10) 7,0 + 41,90 (10) 
Saurelabiler Ester-P . . 7,2 + 1,6 (10) 7,4 +1,6 (10) 








Gesamter saure- 

léslicherP. . . .. 30,4 + 4,0 (18) 33,0 + 5,35 (13) 
ici bh 2 eee 41,0 + 6,2 (20) 445 +540 (9) 
Nucleinsiure-P ... . 39,1 + 5,60 (19) 42,4 + 5,83 (8) 
waaer . kk 115 + 29 (20) 14,4 + 2,57 (8) 
MPG aay. Sy 0,57 0,57 
DPNH**.. . ....% > 0,29 0,21 


Unter Normalbedingungen ohne Belastung ist der Glykogengehalt 
der verfetteten Leber nur halb so grof wie normal. Die enzymatisch be- 
stimmten BTS-, KG- und DPNH-Konzentrationen sind signifikant er- 
niedrigt. Die enzymatisch bestimmten Milchsaéurewerte liegen in der 
Fettleber nur etwas unter den Normalwerten. Der anorgan. P in der 
Fettleber liegt zwar im Mittelwert iiber den Normalwerten, jedoch nicht 
signifikant. Entsprechendes gilt fiir die anderen P-Fraktionen. Die 
stationiren Werte der Fettleber weichen gegeniiber der Normalleber 
etwa nach der gleichen Richtung hin ab wie in den vorher beschriebenen 
Modellversuchen die Homogenate normaler Lebern von den entspre- 
chenden Schnitten. Aus den signifikant erniedrigten BTS-, KG- u. 
DPNH-Konzentrationen 1aBt sich hier gleichfalls ein herabgesetzter 
Stoffdurchsatz durch Glykolysekette ableiten. Die Stérung ist aber 
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offenbar nicht so schwerwiegend, um in allen Fraktionen signifikant 
hervorzutreten. 

Um die so beobachteten Unterschiede nach Méglichkeit deutlicher 
zu erfassen und die Leistungsfahigkeit des geschadigten Organs besser 
kennenzulernen, wurden Glucosebelastungsversuche angesetzt. Hierzu 
wurde normalen und Fettlebermausen jeweils 0,7 m/ 16-proz. umkrist. 
Glucose unter die Riickenhaut injiziert, 30, 60, 90, 120, 150 und 180 Min. 
nach der Injektion aus der Schwanzvene Blut zur Glucosebestimmung 
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Abb. 3. Kurve 1: Blutzuckerveranderungen normaler Mause nach einmaliger s. c. 

Injektion von 0,7 ml 16-proz. Glucoselésung zur Zeit 0 (Mittelwerte aus 4 Doppel- 
bestimmungen). 

Kurve 2: Blutzuckerveranderungen von Fettlebermausen nach gleicher Belastung 

wie bei Kurve 1 (Mittelwerte aus 2 Doppelbestimmungen). 

Kurve 3: Anderungen der stationaren Milchsiurekonz. in der normalen Mause- 

leber nach Glucosebelastung, wie unter 1 angegeben, in «Mol/g Frischleber, (Zeit 0 

=s. in Tab. 2; 30 Min. = 1,90 + 0,50 [11]; 60 Min. 1,41 [3]; 90 Min. = 1,45 

+ 0,655 [7]). 

Kurve:4: Wie unter 3 in der verfetteten Mauseleber bei gleichem N-Gehalt (s. 1. c.?*) 

als Bezugsbasis. (Zeit0 =s. in Tab.2; 60 Min. = 2,33 + 0,678 [9]; 90 Min. 
= 1,69 + 0,811 [5]). 


entnommen und gewogen. In gleichen Zeitabstiénden wurde in den 
Lebern BTS, MS und KG bestimmt (s. Abb. 3 und 4). Der Verlauf der 
Blutzuckerkurve nach einer einmaligen Glucosebelastung ist in beiden 
Tiergruppen verschieden, was den Vergleich sehr erschwert. Bei den 
Fettlebertieren steigen die Blutzuckerwerte nur langsam an, das Maxi- 
mum wird erst spater erreicht als bei den Normaltieren und liegt deutlich 
tiefer. Die Blutzuckerbewegung ist im ganzen etwas verzogert und ab- 
geflacht. Die bisher dazu vorliegenden Befunde reichen jedoch nicht aus, 
um daraus sichere Schliisse zu ziehen. Die stationiren BTS-, MS- und 
KG-Konzentrationen steigen sowohl bei normalen wie bei Fettleber- 
tieren unter der Glucosebelastung signifikant an. Dieser Anstieg geht 
in beiden Versuchsreihen recht gut der Blutzuckererhéhung parallel. 
Lediglich der Abfall bis zu den vor der Belastung gefundenen Werten 
erfolgt bei den verfetteten Lebern verzégert. 
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In der verfetteten Leber erreichen und iiberschreiten aber die sta- 
tionaren BTS-, MS- und KG-Konzentrationen die unter Glucosebe- 
lastung in der Normalleber gesteigerten Werte. Dies erfolgt im Ver- 
gleich zu den Normaltieren bei kleinerem Blutzuckeranstieg von einer 
tieferen Ausgangslage aus. Man kann daraus ableiten, daB offenbar der 
Glucosedurchsatz iiber Glykolyse und Citrateyclus in der verfetteten 
Leber durch die Blutzuckererhéhung mehr gesteigert wird als bei den 
Normaltieren. Zur sicheren Deutung dieser Befunde miissen jedoch 
weitere Zwischenstoffe unter gleichen Belastungsbedingungen bestimmt 
werden. 





Abb. 4. Kurve 1: Anderungen der sta- 
tionféren «-Keto-glutarsiure-Konz. in 
der normalen Mauseleber nach Glucose- 
belastung, wie in Abb. 3 unter 1 ange- 
geben, in «Mol/g Frischleber (Zeit 0 =s. 
in Tab. 2; 30 Min. =0,316 + 0,0558 [8]; 
60 Min. = 0,240 + 0,0534 [6]; 90 Min. 
= 0,189 + 0,0589 [8]; 120 Min. = 0,138 
+ 0,0247 [4]). 
Kurve 2: Wie unter 1 in der verfetteten 
Mauseleber bei gleichem N-Gehalt als 
Bezugsbasis*” (Zeit 0 = s. in Tab. 2; 
30 Min. = 0,246 + 0,0533 [8]; 60 Min. 4 
= 0,269 + 0,0456 [7]; 90 Min. = 0,182 ees 
+ 0,0167 [9]; 120 Min. = 0,167 + 
0,0503 [4]). 

Kurve 3: Anderungen der stationaren 
Brenztraubenséurekonz. in der normalen y t 
Mauseleber nach Glucosebelastung, wie JO 60 90, = 20 

in Abb. 3 unter 1 angegeben, in «Mol/g ro 
Frischleber (Zeit 0 = s. in Tab. 2; 30 Min. = 0,175 + 0,0114 [8]; 60 Min. = 0,125 
+ 0,0392 [6]; 90 Min. = 0,177 4 0,0438 [6]; 120 Min. = 0,109 + 0,0213 [4]). 


Kurve 4: Wie unter 3 in der verfetteten Leber bei gleichem N-Gehalt als Bezugs- 
basis!? (ZeitO0 =s. in Tab. 2; 30 Min. = 0,208 + 0,0642 [8]; 60 Min. = 0, 188 
+ 0,0352 [7]; 90 Min. = 0, 153 + 0,0448 [9]; 120 Min. = 0,134 + 0,0186 [4]). 
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Fraulein D. Schénbach und Frau Ch. Stade danken wir fir fleiBige und 
zuverlassige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


1. Es wurden die stationiren Konzentrationen von Glykogen 
Glucose, Brenztraubenséure, Milchsiiure, Acetessigsiiure, B-Hydroxy- 
buttersaéure, «-Keto-glutarsiure, anorgan. P, siurelabilem Ester-P und 
die P-Verteilung in der normalen Miauseleber und daraus hergestellten 
Schnitten und Homogenaten untersucht. Je stiirker die Schidigung der 
Zellstruktur, um so geringer werden nach anfanglicher Aktivierung 
Glykogenabbau und Stoffdurchsatz iiber die Kette der Glykolysefer- 
mente. Der anorgan. P ist vermehrt, die Nucleosid-di- und -triphosphate 
schwinden fast vollstandig. 
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2. Die in der normalen ungeschidigten Leber gefundenen Stoff- 
konzentrationen werden mit denen der verfetteten Leber, die gleichfalls 
einen verringerten Stoffdurchsatz zeigt, verglichen. 

3. Belastung mit Glucose steigert parallel zur Blutzuckerbewegung 
die stationéren Brenztraubensaure-, Milchsiure- u. «-Keto-glutarsiure- 
Konzentrationen in der verfetteten Leber stirker als in der normalen. 


Summary 


1. Investigations have been carried out into the phosphorus distrib- 
ution and the stationary concentrations of glycogen, glucose, pyruvic 
acid, lactic acid, acetoacetic acid, x-hydroxybutyric acid, «-ketoglutaric 
acid, inorganic phosphorus and acid-labile ester phosphorus in normal 
mouse liver, liver slices and homogenates. The metabolic turnover and 
glycogen degradation via the glycolytic enzyme system are progres- 
sively reduced, after initial activation, with increasing breakdown of the 
cell structure. The inorganic phosphorus is increased while the nucleo- 
sidic di- and triphosphates vanish almost completely. 

2. The concentrations found in the normal intact liver are com- 
pared with those of the fatty liver which also shows a reduced metabolic 
turnover. 

3. The increase in the stationary pyruvic acid, lactic acid and «x- 
ketoglutaric acid concentrations caused by loading with glucose is 
greater in the fatty liver than in the normal liver and is paralleled by 
the increase in the blood sugar. 
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Uber Ommochrome 
VII. Mitteilung * 


Modellversuche zur Bildung des Xanthommatins in vivo 
Von 
Adolf Butenandt, Ernst Biekert und Bernt Linzen 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1956) 
Karl von Frisch zum 70. Geburtstage 


Die genabhingige Bildung der als Ommochrome bezeichneten In- 
sektenfarbstoffe ist in ihren ersten Reaktionsschritten bekannt!. Die 
letzte gefaBte Vorstufe der Ommochrome ist das 3-Hydroxy-kynurenin, 
aus dem auf bisher noch nicht bekannte Weise alle zu dieser Farbstoff- 
Klasse gehérenden Vertreter hervorgehen. Es konnte ferner gezeigt 
werden, da 3-Hydroxy-kynurenin durch einen einfachen Oxydations- 
vorgang in vitro in Xanthommatin iibergefiihrt werden kann?, dessen 
Struktur als Phenoxazonfarbstoff (III) eindeutig ermittelt wurde®. 

Es lag nahe, auch fiir die Bildung des Xanthommatins in vivo die 
oxydative Kondensation zweier Molekiile 3-Hydroxy-kynurenin unter 
Ausbildung der Phenoxazonstruktur und einen nachfolgenden Chinolin- 
RingverschluB aus einer der beiden Seitenketten anzunehmen. Einen 
Anla8 zur Untersuchung dieser Frage gab uns die kiirzlich erschienene 
Mitteilung von Inagami‘, in der die spezifische Eigenschaft einer neuen 
Mutante rb (jap. aka-aka) des Seidenspinners untersucht wird, naémlich 
eine Rotfarbung der K6rperfliissigkeit an der Luft. Die Korperfliissigkeit 
der Wildform dagegen farbt sich bei Luftzutritt durch Melaninbildung 
in kurzer Zeit schwarz. Die Bildung eines ,,roten Melanins“ bei der Mu- 
tante rb wird auf ihren auBergewohnlich hohen Gehalt an 3-Hydroxy- 
kynurenin zuriickgefiihrt. Der Autor hat versucht, den Farbstoff auch 
in vitro durch Einwirkung von Tyrosinase auf Gemische von 3-Hydroxy- 
kynurenin und Dopa darzustellen und ist zu der Vorstellung gekommen, 
daB 3-Hydroxy-kynurenin gemeinsam mit Dopa zum Aufbau des ,,roten 
Melanins‘‘ verwendet werde, und dal} je nach dem Anteil der beiden 
Komponenten die Farbe des Melanins schwarz, braun, rot oder gelb sei. 


* V. und VI. Mitteil.: Diese Z. 301, 109, 115 [1955]. 

1 Zusammenfassung: A. Butenandt, Naturwissenschaften 40, 91 [1953]. 

2 A. Butenandt, U.Schiedt u. E. Biekert, Liebigs Ann. Chem. 588, 
106 [1954]. 

3 A. Butenandt, U. Schiedt, E. Biekert u. R. J.T. Cromartie, Liebigs 
Ann. Chem. 590, 75 [1954]. 
4 K. Inagami, Nature [London] 174, 1105 [1954]. 
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Wir haben untersucht, ob es sich bei dem in vitro aus Hydroxy-kynu- 
renin und Dopa unter der Wirkung der Tyrosinase entstehenden ,,roten 
Melanin‘ um einen den Ommochromen vergleichbaren Stoff handelt 
oder ob er — den Vorstellungen Inagamis entsprechend —- beide Aus- 
gangssubstanzen in sich enthalt bzw. ob ein Gemisch zweier Farbstoffe 
—-- etwa eines Dopa-Melanins und eines Ommatins —- entstanden ist. 

3-Hydroxy-kynurenin und Dopa wurden in 6 verschiedenen Mol- 
verhaltnissen im Warburg-Apparat bei 25° und px 6,8 mit einem aus 
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Calliphora-Larven gewonnenen Tyrosinase-Praparat mehrere Stunden 
53]. inkubiert; anschlieBend wurden die Lésungen papierchromatographisch 
SS, und spektrophotometrisch untersucht. Die Papierchromatogramme im 
sig System Kollidin-Lutidin-Wasser zeigten, daB es sich bei dem roten Farb- 
xs 


stoff um Hydroxanthommatin handelt. Daneben ergaben die Papierchro- 
matogramme die Anwesenheit eines schwarzen Farbstoffs, der auf dem 
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Startpunkt sitzen blieb und den wir als Dopa-Melanin ansprechen als 
mochten. AuBerdem lieB sich in der Lésung noch nicht umgesetztes 3- gel 
Hydroxy-kynurenin (Ry 0,52, gelbgriine Fluorescenz) nachweisen. Die die 
Spektren, die nach Isolierung des Ommochroms erhalten wurden, er- da 
gaben ebenfalls die fiir Xanthommatin typischen Kurven. 

Daraufhin wurden in einem praparativen Ansatz 10 mg 3-Hydroxy- me 
kynurenin und 1,095 mg Dopa mit einem Tyrosinase-Praparat gleicher De 
Herkunft umgesetzt und nach 22 Stdn. Reaktionszeit 4,78 mg (= 50,5° , me 
d. Th.) Hydroxanthommatin die 





isoliert. In der Lésung wurde noch 
nicht umgesetztes 3-Hydroxy- 


kynurenin papierchromatogra-  ...250}— aie ga: 
a . 





phisch nachgewiesen. Die Iden- 
tifizierung des Xanthommatins c ky 
erfolgte durch UV- und IR- Zs a ist 
Spektren. In Abb.1 und 2 sind — 207 
die UV-Spektren von _ synthe- 
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Abb. 3. Inkubation von 3-Hydroxy-kynurenin. A ohne Zusatze, B unter Zusatz 
von Tyrosinase, C unter Zusatz von Dopachrom, D unter Zusatz von Tyrosinase 
plus Dopachrom. 


Abb. 4. Inkubation von 3-Hydroxy-kynurenin mit Tyrosinase. A Zusatz von Dopa, 
Molverhialtnis 1:10, B Zusatz von Dopa, Molverhaltnis 1:2, C Zusatz von Brenz- 
catechin, Molverhaltnis 1:1. 


tischem und aus dem Versuchsansatz isoliertem Xanthommatin wieder- 
gegeben. 

Bei der Bildung des Xanthommatins mu das Dihydroxy-pheny]l- 
alanin eine Mittlerstellung einnehmen. Wie aus Messungen der Sauerstoff- m: 
aufnahme(Abb.3 und4) hervorgeht, kommt 3-Hydroxy-kynurenin allein 
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als natiirliches Substrat der Tyrosinase nicht in Frage. Es wird zwar in 
geringem Mae vom Ferment angegriffen (Abb. 3, Kurve B), jedoch ist 
die Reaktionsgeschwindigkeit nur sehr wenig hoher als die der Autoxy- 
dation von 3.-Hydroxy-kynurenin an der Luft (Abb. 3, Kurve A). 

Aus den Papierchromatogrammen ist dagegen ersichtlich, daB desto 
mehr 3-Hydroxy-kynurenin jzu Xanthommatin umgesetzt wird, je mehr 
Dopa anfangs vorhanden ist. Dies legt die Vermutung nahe, da ein inter- 
mediar entstehendes Orthochinon (wie Dopachinon oder Dopachrom) 
die Oxydation des 3-Hydroxy-kynurenins bewirkt, und da mit dieser 
Reaktion die spontan erfolgende Bildung des Melanins aus dem gleichen 
Orthochinon konkurriert. Wenn alles Orthochinon in Melanin tberge- 
gangen ist, verlaiuft die zunachst steil ansteigende Kurve der Sauerstoff- 
aufnahme so flach, wie es fiir die direkte Oxydation des 3-Hydroxy- 
kynurenins durch das Ferment und den Luftsauerstoff charakteristisch 
ist. Der Kurvenverlauf ist prinzipiell gleich, ob man Dopa, Brenzcatechin 
oder Dopachrom einsetzt (Abb. 4). 

Das Ferment scheint im iibrigen nicht nur an dem ersten Reaktionsschritt, 
der Oxydation von Dopa zu Dopachinon beteiligt zu sein, sondern auch noch 
auf der Stufe Dihydroxy-indol/Indolchinon eine Rolle zu spielen. Dies geht aus 
dem Vergleich der Ansitze mit Dopachrom mit und ohne Fermentzusatz hervor 
(Abb. 3, Kurven C und D). 

Auf Grund der vorliegenden Versuchsergebnisse darf bei der Einwir- 
kung von Tyrosinase auf 3-Hydroxy-kynurenin und Dopa die Bildung von 
2 Farbstoffen nebeneinander, eines Dopa-Melanins und des Xanthom- 
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matins, sowie die Mittlerrolle des Dopas bei der Bildung des Xanthom- 
matins als gesichert gelten. Dabei ist anzunehmen, daB das aus Dopa 
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zuerst gebildete Orthochinon (II) ein héheres Redoxpotential besitzt als 
das 3-Hydroxy-kynurenin und daher dieses zum Xanthommatin (III) 
oxydiert. 

Nach diesen Befunden erscheint es durchaus denkbar, daB es kein 
spezifisches Ferment gibt, unter dessen Wirkung Hydroxykynurenin in 
das Ommochrom Xanthommatin iibergeht, sondern daB das Dopachinon 
(II) in vivo die gleiche Funktion ausiibt wie das Kaliumhexacyano- 
ferrat(III) bei der Synthese des Xanthommatins in vitro®. Das Di- 
hydroxyphenylalanin wiirde demnach hier eine ahnliche Rolle spielen, 
wie sie Karlson? fiir das System Dehydrasen — (Dopa) — Cytochrome 
vorgeschlagen hat. Der Mechanismus der Reaktion bedarf im einzelnen 
noch der Klarung. 


Beschreibung der Versuche 


a) Bereitung der Tyrosinase-Praparate: Nach den Vorschriften von 
Karlson und Schmid® wurde Aceton-Trockenpulver aus Calliphora-Larven, die 
kurz vor der Verpuppung standen, hergestellt und das Ferment wahlweise durch 
Ammoniumsulfatfillung oder fraktionierte Zentrifugierung in einer Spinco- 
Ultrazentrifuge gereinigt. 


b) Bereitung des Dopachroms’: 3,94 mg Dopa wurden in 4 ml m/15- 
Phosphatpuffer vom pp 6,8 gelést und mit etwas mehr als der berechneten Menge 
(10,0 statt 9,92 mg) Silberoxyd wahrend 5 bis 10 Min. bei Raumtemperatur ge- 
schiittelt. Es wurde sofort abfiltriert und aus der dunkelroten Lésung die benétigte 
Menge herauspipettiert. Die Darstellung darf erst unmittelbar vor Versuchsbeginn 
vorgenommen werden, da sich das Dopachrom rasch an der Luft weiteroxydiert. 


ce) Inkubation von 3-Hydroxy-kynurenin: Die verwendeten Warburg- 
K6lbchen faBten rund 15 ml. In den zentralen Einsatz kamen 0,2 ml 10-proz. 
Kalilauge und ein Filterpapierstreifen. Der Seitenarm nahm 0,5 ml Fermentlésung 
auf, die Substratlésung (in m/15-Phosphatpuffer von py 6,8) befand sich im Haupt- 
raum. Gesamtvolumen der Lésungen 2,2 m/. Pro Ansatz wurden 5 mMol 3-Hy- 
droxy-kynurenin eingesetzt (1,12 mg). Die Schiittelfrequenz betrug 100 Min.-', 
die Temperatur 25°. Abgelesen wurde in der 10., 30. und 60. Minute und weiterhin 
alle halbe Stunde. 


d) Aufarbeitung der Reaktionslésung: Die Papierchromatogramme 
wurden ohne Vortrennung im System Kollidin-Lutidin-Wasser im aufsteigenden 
Verfahren entwickelt. Die friiher beschriebene Zersetzung des Xanthommatins in 
diesem System wurde hier durch Auftragen der gepufferten Lésung stark zuriick- 
gedringt. Einige Chromatogramme wurden auch im System Kollidin-KH,PO, 
laufen gelassen und die Identitaét des Farbstoffes mit synthet. Xanthommatin 
noch weiter gesichert. 


Zur Isolierung des Xanthommatins wurde in die Lésung Schwefeldioxyd 
eingeleitet, der ausgefallene Niederschlag von Hydroxanthommatin nach 
kurzem Stehen abzentrifugiert, in Pufferlésung von py 6,5—6,8 gelést und durch 
ein gehartetes Filter filtriert. Das Xanthommatin wurde auf gleiche Weise mehrere 
Male umgefallt, schlieBlich mit verd. Schwefliger Saure, Wasser und Aceton ge- 
waschen und getrocknet. 





5 P. Karlson u. E. Wecker, diese Z. 300, 42 [1955]. 
6 P. Karlson u. H. Schmid, diese Z. 300, 35 [1955]. 
7 Nach miindlicher Mitteilung von R. J. T. Cromartie. 
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Zusammenfassung 


LaBt man Tyrosinase auf ein Gemisch von 3-Hydroxy-kynurenin 
und Dopa einwirken, so bilden sich Xanthommatin und ein Dopa- 
Melanin nebeneinander. 

Da 3-Hydroxy-kynurenin von Tyrosinase praktisch nicht oxydiert 
wird, kommt dem Dopa eine Mittlerrolle bei der Bildung von Xanthom- 
matin zu: Ein durch Tyrosinase aus Dopa gebildetes Orthochinon 
oxydiert 3-Hydroxy-kynurenin zum Phenoxazon-Farbstoff. 

Es wird die Moéglichkeit diskutiert, daB die Bildung von Xanth- 
ommatin in vivo nach gleichem Mechanismus erfolgt. 


Summary 


Xanthommatin and a dopa-melanin are formed by the action of 
tyrosinase on a mixture of 3-hydroxykynurenine and dopa. 3-Hydroxy- 
kynurenine is not oxidized by tyrosinase so that dopa must play an inter- 
mediate role in the formation of xanthommatin; an ortho-quinone formed 
from dopa by the action of tyrosinase oxidizes 3-hydroxy-kynurenine to 
the phenoxazone dyestuff. The possibility that xanthommatin is formed 
in vivo by the same mechanism is discussed. 


Berichtigung 


In der in Bd. 303, S. 213, erschienenen Arbeit von G. Koch und W. Weidel 
,,Uber die Receptorsubstanz fiir den Phagen T 5, IV. Mitteil.‘‘ sind auf S. 217 
in Abb. 1 die Bezeichnungen fiir Arg und Hist zu vertauschen. Im System Bu- 
tanol/NH, lauft Arginin schneller als Histidin. 
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